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1. RESUMEN

La malaria es una enfermedad causada por el protozoario Plasmodium que se
encuentra distribuida en las zonas tropicales alrededor de todo el mundo. En Ecuador esta
presente en la Costa y la Amazonia. En el 2012 se registraron aproximadamente 560 casos
causados por P. falciparum 'y P. vivax.

Los métodos para diagnosticar malaria son: microscopia, pruebas rapidas (RDT)
que reconocen el antigeno HRP2 y PCR. Estudios previos han determinado que existen
variaciones en las secuencias de los genes Pfhrp2 y Pfhrp3 que podrian producir errores en
el diagndstico de la malaria por RDT.

Varias investigaciones han identificado asociacion entre mutaciones en genes y la
resistencia a antimalaricos. Los genes de P. falciparum que presentan mutaciones
asociadas a la resistencia a antimalaricos son: Pfcrt asociado a la resistencia a cloroquina
(CQ), Pfdhfr y Pfdhps relacionados con la resistencia a sulfadoxina-pirimetamina (SP) y
Pfmdr-1 asociado con la resistencia a CQ, quinina (QN) y mefloquina (MQ). Los genes de
resistencia en P.vivax son: Pvdhfir asociado con la resistencia a pirimetamina y Pvmdr-1
relacionado con la resistencia a CQ. Muchos paises han reportado resistencia a diversos
antimalaricos, sin embargo, en Ecuador los estudios sobre resistencia a antimalaricos son
muy escasos.

En este trabajo se realizd un estudio de genotipos de diversidad genética y
resistencia a antimalaricos en Plasmodium ecuatorianos. En primer lugar, se determind la
presencia o ausencia de los genes Pfhrp2 y Pfhrp3. Ademas, se analizaron los genes
asociados a la resistencia de P. falciparum y P.vivax ecuatorianos.

La gran mayoria de muestras utilizadas en este estudio correspondieron a P.

falciparum de la provincia de Esmeraldas donde se observd variabilidad en los genes



Pfhpr2 y Pfhrp3 asociados a la deteccion del parasito por RDT. Ademas se encontrd que la
mayoria de muestras de P. falciparum presentaron el genotipo de resistencia a CQ, de
sensibilidad a SP y de posible resistencia a QN. En esta investigacion también se analizo P.
vivax encontrandose que presentaba mutaciones en el gen Pvdhfr. En contraste, en Pvmdr-
1 se observo el genotipo wild type en todas las muestras analizadas, que sugiere
susceptibilidad a CQ.

Los datos de este estudio demuestran resistencia de P. falciparum de Esmeraldas a
algunos antimaldricos. Sin embargo, el panorama general de la resistencia de Plasmodium
a antimalaricos en el pais aun no esta esclarecido debido al limitado nimero de muestras
utilizadas y como de localidades estudiadas. Este estudio aporta con datos iniciales que
contribuyen al conocimiento del estado de la resistencia a antimaldricos en Ecuador y
pueden contribuir en la definicién de politicas para un mejor control de la malaria en el

pais.

Palabras Claves: antimalarico, diversidad genética, mutaciones, Plasmodium, resistencia.



2. ABSTRACT

Malaria is a disease caused by the protozoan Plasmodium; it is distributed in
tropical areas around the world. In Ecuador malaria is present at the Coast and the Amazon
regions. In 2012 there were about 560 cases caused by P. falciparum and P. vivax.

Methods for diagnosing malaria are: microscopy, rapid detection tests (RDT) that
recognize the antigen HRP2, and PCR. Previous studies have determined that there are
variations in the sequences of the genes Pfhrp2 and Pfhrp3 that could cause errors in the
diagnosis of malaria by RDTs.

Many studies have identified associations between mutations in genes and
resistance to antimalarials. P. falciparum genes associated with resistance to antimalarials
are: Pfcrt associated to chloroquine (CQ) resistance, Pfdhfr and Pfdhps related to
sulfadoxine-pyrimethamine (SP) resistance and Pfndr-1 associated to CQ, quinine (QN)
and mefloquine (MQ) resistance. P.vivax resistance genes are: Pvdhfr related to
pyrimethamine resistance and Pvmdr-1 associated to CQ resistance. Many countries have
reported resistance to antimalarial; nevertheless, studies in Ecuador antimalarial resistance
are very limited.

In this study, we performed genotyping of genetic diversity and resistance to
antimalarials in Ecuadorian Plasmodium. First, we determined the presence or absence of
Pfhrp2 and Pfhrp3. Also, we analyzed the genes associated to resistance in P. falciparum
and P. vivax.

The majority of samples used in this study corresponded to P. falciparum from
Esmeraldas province. We observed variability in genes Pfhpr2 and Pfhrp3 associated with
parasite detection by RDTs. We also found that most samples of P. falciparum had
genotype of CQ resistance, sensitivity to SP and possible resistance to QN. In addition,

this research analyzed P. vivax mutations in Pvdhfr and Pvmdr-1. In contrast to P.



falciparum, the wild type genotype of Pvmdr-1 was observed in all samples, suggesting
susceptibility to CQ.

Our results demonstrate resistance to CQ in P. falciparum from Esmeraldas.
However, the whole picture of Plasmodium resistance to antimalarial drugs in the country
is not clear yet, due to the limited number of samples used and locations or communities
studied. This study provides data that contribute to the knowledge of resistance to
antimalarial drugs in Ecuador and can contribute to the definition of policies for better

control of malaria in the country.

Keywords: malaria, genetic diversity, mutations, Plasmodium, resistance.



3. INTRODUCCION

3.1 MALARIA

La malaria o paludismo, causada por el protozoario Plasmodium, es considerada
como una de las enfermedades parasitarias de mayor impacto econémico a nivel mundial.
El financiamiento a nivel mundial para la lucha contra la malaria para el afio 2011 se
estim6 en 2300 millones (OMS, 2012). La malaria afecta a varias poblaciones en las zonas
tropicales del mundo (Figura 1) y en el 2011 se encontraba presente en 99 paises (OMS,
2013). Se calcula que ocurrieron cerca de un millon de muertes por malaria en el mundo en
el afio 2010 (Murray et al., 2012) siendo los nifios menores de cinco afios y las mujeres
embarazadas los mas vulnerables, lo que demuestra que esta enfermedad es un grave

problema a nivel mundial (Cruz et al., 2013).

Los principales sintomas causados por la malaria son: fiebre, dolor de cabeza y
vomito que usualmente aparecen entre 10 a 15 dias después de la picadura del mosquito. Si
la malaria no es tratada a tiempo puede poner en riesgo la vida de la persona infectada

mediante la interrupcion del suministro de oxigeno a los 6érganos vitales (WHO, 2013).

Los procesos fundamentales para controlar la malaria incluyen: tratamiento rapido
con terapias combinadas basadas en artemisinina, el uso de mosquiteros tratados con
insecticida, y fumigacion en el interior de casas con insecticidas de accion residual para

controlar los mosquitos vectores (WHO, 2013).



Las vacunas siempre han sido consideradas como un mecanismo para crear
inmunidad contra un patégeno. Dada la complejidad del ciclo biolégico de Plasmodium y
la variabilidad genética humana, es pertinente preguntarse si es viable el desarrollo de una
vacuna que confiera inmunidad contra la malaria. Personas que viven en zonas endémicas
quienes han sido infectadas repetidamente desarrollan inmunidad con el tiempo, esta
inmunidad suele ser muy débil y no evita que exista reinfecciones asi como tampoco evita

que se den los estadios infectivos del higado (Tibayrenc y Todd, 2007).

3.2 PLASMODIUM: EL PARASITO QUE CAUSA LA MALARIA

Plasmodium es un parasito que pertenece al reino Protista, filum Aplicomplexa,
orden Aemosporida. Este pardsito es haploide durante casi todo su ciclo de vida y su
genoma nuclear se compone de 22.8 mega-bases (Mb) distribuidas en 14 cromosomas. Los
cromosomas varian en tamafo desde aproximadamente 0,643 hasta 3,29 Mb. La
composicion total de bases A + T es 80,6% y aproximadamente 90% en intrones y
regiones intergénicas. Se han identificado aproximadamente 5.300 genes que codifican
proteinas. Esto sugiere una densidad media de genes de Plasmodium de 1 gen por cada

4.338 pares de bases (pb) (Gardner et al., 2002).

Existen cuatro parasitos de malaria humana, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale y Plasmodium malariae. De éstos, P. vivax es la especie con
mayor distribucion, encontrandose en Asia, Africa y América (Figura 2), mientras que P.
falciparum, con gran distribucién en Africa, Asia y América es el responsable de la

mayoria de las muertes (Daniels et al., 2012).



3.3 CICLO DE VIDA DE Plasmodium

El ciclo de vida de Plasmodium consiste de multiples periodos de replicacion
asexual en el humano y de reproduccion asexual y sexual en el mosquito hembra del
género Anopheles. Cuando un mosquito infectado con esporozoitos pica a un individuo,
algunos parasitos entran a su torrente sanguineo y rapidamente invaden a los hepatocitos
(Revisado en Le Bras et al., 2003). Después de replicarse asexualmente por varios dias
para generar miles de merozoitos, el parasito abandona el higado e invade a los eritrocitos
(Su et al., 2007). Entonces, el parasito realiza numerosas rondas de reproduccion asexual
seguido de repetidas invasiones de eritrocitos, desarrollandose de trofozoito a esquizonte,
dando como resultado un incremento considerable de parasitos circulando en el hospedero
(Su et al., 2007). Algunos de los parasitos cambian a estadios sexuales, conocidos como
gametocitos, los cuales circulan en el torrente sanguineo y son ingeridos por otro mosquito
hembra al alimentarse de sangre. En el aparato digestivo del mosquito los gametocitos se
transforman en gametos, emergen de los eritrocitos infectados y se fusionan para formar el
cigoto que es diploide. Posteriormente, el pardsito se desarrolla como un ookinete, que
atraviesa las paredes intestinales del mosquito y se transforma en un ooquiste. La division
mitotica en el ooquiste produce miles de esporozoitos que posteriormente invaden las
glandulas salivales de los mosquitos. Esos esporozoitos son inyectados en el hospedero

humano cuando el mosquito vuelve a picar al humano (Figura 3) (Su et al., 2007).

Cuarenta y un especies de Anopheles son conocidos como vectores de la malaria
tanto en humanos como en animales, estos insectos pertenecen al orden Diptera, familia
Culicidae, subfamilia Anophelinae (INbio., 2013). Entre ellos, Anopheles albimanus,

Anopheles pseudopunctipennis, Anopheles punctimacula, Anopheles eiseni y Anopheles



oswaldoi, son los vectores que han sido reportados como presentes en Ecuador (Pinault et

al., 2011).

3.4 DIAGNOSTICO DE MALARIA

Para el diagnostico de la malaria se utiliza 3 métodos: a) microscopia, b) pruebas
rapidas y ¢) PCR. El método més usado para el diagnostico de la malaria es la microscopia.
Varias son las ventajas de esta técnica: es muy barata y se la puede realizar bajo cualquier
condicién de laboratorio. La desventaja de esta técnica, es que muchas veces lleva
demasiado tiempo para que el microscopista dé un resultado, y esto resulta ain mas dificil
cuando el nivel de parasitemia es muy bajo, o cuando un individuo tiene una infeccion
mixta de Plasmodium (Snounou, 1996). Ademads, en algunas zonas donde hay malaria no

hay microscopistas ni microscopios para ser utilizados.

Otro método usado para diagnosticar malaria son las pruebas rapidas (RDT). Este
es un pequeiio dispositivo que detecta los antigenos de malaria en una pequena cantidad de
sangre (se necesita aproximadamente de 5 a 15 ul de sangre para realizar esta prueba). La
prueba se realiza por immunocromatografia con un anticuerpo monoclonal que detecta
directamente el antigeno de malaria impregnado en la tira. Los resultados se obtienen
rapidamente en 15 a 20 minutos. Histidine-Rich Protein 2 (HRP-2) de P. falciparum es el
antigeno de malaria que es usado comunmente, también suelen usarse otras pruebas, como
son las basadas en la Lactato deshidrogenasa de P. falciparum (pLDH). En varios estudios
se ha visto que la intensidad en el resultado de RDT disminuye con la parasitemia

(Wongsrichanalai et al., 2007).



El gen que codifica para la proteina Histidine-Rich Protein 2 (HRP-2), consiste en
una sola copia subtelomérica ubicado en el cromosoma 7 del genoma de P. falciparum,
que codifica una secuencia de aminoacidos que contiene 34% de histidina, 37% de alanina
y 10% de acido aspartico. PFHRP2 es una proteina de P. falciparum de 60-105 kD soluble
en agua, sintetizada y presente en todo el ciclo de vida asexual, e identificada como una
proteina de superficie, expuesta en los eritrocitos infectados. La proteina también se

encuentra circulando en la sangre periférica de individuos infectados (Baker et al., 2010).

El gen Pfhrp3 (Histidine-Rich Protein 3), ubicado en la parte terminal del
cromosoma 13, comparte muchas semejanzas con Pfhrp2, tanto en estructura, como en
funcion, contienen un péptido que funciona como sefial en el exdén 1, el exén 2 codifica
secuencias de 75-90 nucledtidos del aminoécido histidine-rich. Aunque la composicion en
histidina en PFHRP3 es ligeramente menor que la de PFHRP2 (28% frente a 34%), ambas
proteinas comparten muchas repeticiones ricas en histidina y alanina. Estas similitudes
sugieren que estos dos genes estan relacionados y que podrian provenir de la duplicacion
de un gen ancestral. La secuencia de Pfhrp2 y Pfhrp3 es muy variable. En estudios
realizados con 74 aislados obtenidos en el Suroeste del Pacifico y paises asidticos se
observd que existe una gran variacion en la secuencia de Pfhrp2 y Pfhrp3. Esto plantea
una seria preocupacion ya que, la variacion de la secuencia podria dar a lugar una
variacion significativa en la presencia y la frecuencia de los epitopos reconocidos por los
anticuerpos monoclonales y por lo tanto, el impacto sobre la sensibilidad de deteccion

(Baker et al., 2010).



10

En estudios realizados en Pert, se evidencié que el 41% de las muestras de
parasitos de P. falciparum carecian del gen Pfhrp2, 70% carecian del gen Pfhrp3 y que el

20% de los parasitos evaluados carecian de los dos genes (Gamboa et al., 2010).

El tercer método de diagndstico, es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
el cual es un método sensible para la deteccion especifica de una secuencia de ADN, ya
que puede amplificar a partir de una copia (Snounou, 1996). Esta técnica es muy sensible
para detectar Plasmodium e incluso permite identificar la especie (Singh et al., 1999).
Varias son las ventajas que se presentan al realizar este procedimiento, como es una alta
sensibilidad. Estudios realizados con PCR permitieron identificar la presencia del parasito
en parasitemias muy bajas incluso menores a 0,02 parasitos/ul (Revisado por Padley et al.,
2003). Ademas el uso de herramientas como la PCR multiplex ha permitido diferenciar
infecciones simples de infecciones mixtas de Plasmodium e identificar todas las especies
de Plasmodium presentes en las infecciones mixtas (Padley et al., 2003). A diferencia del
examen microscopico, en el que la probabilidad de encontrar un parésito disminuye con la
parasitemia, y donde la identificacion de especies de parasitos en niveles bajos es algo
incierta, analisis de PCR resulta util en la deteccion y la identificacion correcta de los

parasitos (Snounou, 1996).

3.5 DROGAS ANTIMALARICAS

Varios han sido los medicamentos usados para combatir la malaria a lo largo de la
historia. Entre ellos la quinina (QN) que proviene de la planta Chinchona officinalis y fue
usada como unico medicamento para tratar malaria por mas de 350 afios. Sin embargo a

partir de los afios 30 fue sintetizada por primera vez una droga para combatir la malaria, la
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cloroquina (CQ). Varios analisis se realizaron para conocer la actividad de la CQ y
demostraron que ésta era efectiva para matar los parasitos de Plasmodium en estadios
eritrociticos y capaz de mantener un nivel suficiente en el plasma sanguineo para la

supresion completa de la malaria, sin causar efectos secundarios (CDC, 2012).

La CQ fue uno de los muchos antimalaricos derivados de los avances cientificos
realizados durante la Segunda Guerra Mundial, a partir de este medicamento se
desarrollaron varios antimalaricos. Poco después de la guerra, la primaquina (PQ) fue
introducida en 1926, y resulté ser el medicamento estandar para la prevencion de recaidas
causadas por P.vivax. Este antimaldrico continua siendo el Unico tratamiento efectivo
contra los estadios que se desarrollan en el higado. Pirimetamina, en combinaciéon con
sulfadoxina (SP), se introdujo en la década del 70 y fue nombrado Fansidar.
Posteriormente la mefloquina (MQ) se introdujo a mediados de la década del 70. La MQ

(Lariam) fue ampliamente utilizada en todo el mundo (Meshnick et al., 2001).

Artemisia annua, ajenjo dulce o qinghao ha sido utilizado por médicos chinos desde
hace al menos 2.000 afos. En 1972, el ingrediente activo se purific6 y nombr6 ginghaosu
(esencia de qinghao). Artemisinina (ART) y derivados fueron probados en miles de
pacientes, encontrando una gran efectividad antimalarica (Meshnick et al., 2001).
Actualmente los derivados de la artemisinina (artesunato y artemeter) son ampliamente
usados en todo el mundo. Al principio, se usaron como monoterapia para controlar la
malaria, pero gradualmente este tratamiento fue combinado. Se ha usado combinaciones de
artementer y mefloquina el cual fue introducido a partir de 1994, distribuyéndose por
primera vez en la frontera de Cambodia y Tailandia. Otro tratamiento combinado que se

usa es la lumefantrina con artesunato (White, 2010).
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3.6 RESISTENCIA A ANTIMALARICOS

Los primeros datos que se tienen documentados sobre el surgimiento de resistencia
a drogas en P. falciparum datan de los inicios de los afios 60s, cuando la droga utilizada
era la CQ. A partir de ese momento surgieron nuevos farmacos como: pirimetamina,
sulfadoxina, primaquina, con la finalidad de tratar de ayudar al control de la enfermedad,
sin embargo, eran mas caros y provocaban efectos secundarios severos. Ademads, pronto
surgieron también poblaciones de parésitos con diferente grado de resistencia a cada uno
de estos antimalaricos e incluso en combinacion a varios de ellos (Dominguez et al., 2010).
La aparicion de la resistencia a los antimalaricos constituyen un reto que debe ser superado

para lograr el control y el adecuado tratamiento de la malaria (OMS, 2012).

La resistencia a los antimaldricos estd asociada con mutaciones puntuales que se
dan dentro de genes que son codificantes a ciertas proteinas fundamentales para el
desarrollo del parasito. Estas variaciones en las secuencias de los genes provocan el
cambio de aminoacidos dentro de la proteina, lo que inhibe la accion del antimalarico o
disminuye su afinidad. Actualmente, la resistencia se encuentra distribuida en todo el

mundo (Figura 4).

3.6.1 Pfert (P. falciparum CHLOROQUINE RESISTANCE TRANPORTER)

Aislados resistentes a la CQ tienen en comun una alteracion en la acumulacion de
CQ en la vacuola digestiva. Al utilizar cruces entre cepas sensibles y resistentes a CQ se
logrd identificar un gen (pfcrf) responsable de la resistencia a esta droga. Se realizé un

cruce entre dos cepas de P. falciparum, Dd2 que es una cepa resistente a CQ y HB3
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sensible a CQ, se obtuvo progenie con dos tipos de combinaciones genéticas, de las cuales
la mitad presenté un genotipo resistente y la otra mitad un genotipo sensible a CQ. No se
obtuvo progenie con un genotipo intermedio, por lo que se determin6 que un solo locus o

un solo gen es el responsable de la resistencia (Fidock et al., 2000).

El gen Pfcrt se localiza en el cromosoma 7, codifica una proteina PFCRT del inglés
P. falciparum chloroquine resistance transporter de 424 aminoacidos con 10 dominios
transmembranales putativos. Se localiza en la vacuola digestiva del parasito, y se sugiere
que actiia como un canal de cloro o como un regulador del transporte de proteinas (Fidock
et al., 2000). El gen pfcrt presenta polimorfismos, con mas de 10 cambios de aminoacidos,
el cambio de un residuo de lisina en la posiciéon 76 por un residuo de treonina (K76T),
localizado en el primer segmento transmembranal, se correlaciona con la resistencia a CQ

(Fidock et al., 2000).

Mutaciones que alteran los aminoacidos en las posiciones 72 a 76 de pfcrt en
determinadas regiones geograficas han sido asociadas con la dispersion geografica de la
resistencia a CQ y se ha estudiado mediante el andlisis del genotipo de pfcrt en las
posiciones 72-76, mediante el estudio de haplotipos de microsatélites que flanquean este
locus (Mita et al., 2006), es asi que se han establecido varios haplotipos los cuales

describen cepas resistentes o sensibles a CQ.
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3.6.2  Pfihfi (P. falciparum DIHIDROFOLATE REDUCTASE) y Pfdhps (P.

falciparum DIHYDROPTEROATE SYNTHASE)

Las drogas sulfadoxina y pirimetamina (SP) inhiben la funcién de dos enzimas
involucradas en la via de sintesis del folato, la dihidrofolato reductasa (DHFR), inhibida
por la pirimetamina (Hyde et al., 1990), y la dihidropteroato sintetasa (DHPS), inhibida
por la sulfanoxina (Brooks et al., 1994). La inhibiciéon de Pfdhfr y Pfdhps lleva a una
disminucién de los niveles de tetrafolato, lo que ocasiona niveles bajos de timidilato y

subsecuentemente la inhibicion de la division nuclear.

La pirimetamina es estructuralmente similar al dihidrofolato, por lo que es un
inhibidor competitivo de dhfr. La enzima de Plasmodium tiene una mayor afinidad a la
pirimetamina que la enzima dhfr de mamiferos y la resistencia a esta droga se ha asociado
con mutaciones sencillas o multiples en las posiciones 50, 51, 59, 108 y 164. El cambio del
residuo de serina en la posicion 108 por un residuo de asparagina (S108N) es el mas
significativo para la resistencia in vivo a pirimetamina y cicloguanil en Africa y en el
Sureste de Asia (Le Bras et al., 2003). Asi mismo, la sustitucion S108T se encuentra

frecuentemente en América del Sur (Basco ef al., 1995).

Las mutaciones aditivas mas frecuentes son N511 y C59R. Ademas, la media del
ICso al cicloguanil se incrementa de manera proporcional con el numero de mutaciones
presentes (Nzila-Mounda ef al., 1998). Sin embargo, multiples mutaciones disminuyen la
eficacia de la enzima sobre el dihidrofolato, por lo que mutaciones adicionales en esta
enzima son desfavorables para los pardsitos en ausencia de la presion con la droga

(Sirawaraporn et al., 1997). Al igual que la resistencia a CQ, la evolucion y dispersion de
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la resistencia a SP ha sido analizada mediante analisis de genotipos de dAfr y haplotipos de
microsatélites que flanquean este gen. Estos estudios muestran también tres rutas
principales para la diseminacion de la resistencia a través de todo el mundo: sureste de

Asia a Africa, Pacifico y América del Sur (Mita et al., 2006).

El cambio del aminoécido alanina por glicina en la posicion 437 (A437G) del gel
Pfhdps confiere un incremento de 4.8 veces en el ICs a sulfadoxina en comparacion con la
cepa silvestre (Triglia et al., 1997). Una mutaciéon adicional en este gen no incrementa
significativamente la ICs a sulfadoxina, pero mutantes triples en el gen dhps confieren un
incremento de hasta 24 veces mas la resistencia a la droga, en comparacion con la cepa

silvestre (Triglia et al., 1997).

Varios estudios realizados han reportado que las mutaciones en el gen Pfdhps estan
asociadas con la resistencia a sulfadoxina, la mutacion A437G es la primera mutacion que
aparece en el gen y es seguido por mutaciones en los codones A581G y K540E. La
mutacion 437 no es suficiente para conferir total resistencia. A medida que las mutaciones

van aumentando, el parasito aumenta su nivel de resistencia (Corredor et al., 2010).

3.6.3 Pfmdr-1 (P. falciparum MULTIDRUG RESISTANCE)

Los primeros reportes de la identificacion de Pfindr-1 como un gen de resistencia se
dieron a partir de 1989 (Djimde ef al., 2001). La primera amplificacion de Pfmdr-1 fue
realizada en aislados que eran resistentes a CQ y MQ, considerando a Pfmdr-1 como el

posible causante de la resistencia presente en estas cepas (Djimde et al., 2001).
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Pfmdr-1, codifica una proteina homologa a la responsable de la multirresistencia a
drogas en mamiferos (P-glicoproteina-1), la cual funciona como una bomba que expulsa
las drogas de la célula mediante un mecanismo dependiente de energia (Djimde et al.,
2001). Diferentes mutaciones en el gen y el aumento en su nimero de copias se han
asociado a la resistencia a CQ (Djimde et al., 2001). La amplificacion y la sobreexpresion
de Pfmdr-1 se han asociado con la resistencia a la MQ y una decreciente susceptibilidad a
halofantrina (Pillai ef al., 2003). La proteina de P. falciparum presenta cinco
polimorfismos correspondientes a los aminoacidos de las posiciones 86, 184, 1034, 1042 y

1246.

Algunos estudios han mostrado que el cambio del residuo de asparagina en la
posicion 86 por un residuo de tirosina (N86Y) correlaciona con la resistencia a CQ
(Babiker et al., 2001). También se ha reportado que la mutacion N86Y en pfindr-1
incrementa el ICsy de CQ en parasitos de P. falciparum, conteniendo también la mutacion
K76T de pfcrt (Babiker et al., 2001). Sin embargo, en otros estudios realizados con
aislados de P. falciparum conteniendo el mismo genotipo de pfcrt y pfmdr-1
frecuentemente muestran valores diferentes de ICso a CQ (Chen et al., 2001), indicando
que otros genes pueden estar participando también en el aumento a la resistencia a CQ

(Jiang et al., 20006).

La MQ ha sido extensamente usada como droga antimaldrica, mutantes resistentes
a ésta se reportaron solo unos pocos afios después de su utilizacion (Nosten et al., 1991).
MQ es inefectiva en la frontera Tailandia/Cambodia y ha sido eliminada de los planes de
tratamiento en muchos paises de la region. El incremento de la ICsp a MQ se ha

relacionado con el aumento en el nimero de copias (amplificacion) del gen pfindr-1 (Price
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et al., 2004).

La QN ha sido utilizada para tratar la malaria desde hace cientos de afos y alin es
efectiva en el tratamiento de P. falciparum y otros parésitos, especialmente cuando se
combina con otras drogas (Ejaz et al., 2007), aunque su eficacia ha declinado en algunas
regiones endémicas. El papel de pfindr-1 en la resistencia a QN es consistente con el
hallazgo de que el cambio del residuo de asparagina en la posicion 1042 por un residuo de
acido aspartico (N1042D) (Sidhu et al., 2005). Por otra parte, el papel de pfcrt en la
resistencia a QN se ha basado por la observacion de que lineas resistentes a QN presentan
mutaciones en el gen pfcrt (Bennett et al., 2007). Otros transportadores desconocidos
pueden contribuir también en la resistencia a QN, ya que la respuesta de P. falciparum a
QN es probablemente de caracter multigenético (Ferdig et al., 2004) y el requerimiento de
varios loci para la resistencia a QN puede explicar por qué esta droga es todavia efectiva

en el tratamiento de la malaria después de muchos afios de uso.

3.6.4 MARCADORES DE RESISTENCIA A ARTEMISININAS

En los ultimos afios, la resistencia del parasito a la ART ha sido detectada en cuatro
paises de la subregion del Gran Mekong: Cambodia, Myanmar, Tailandia y Vietnam. Si
bien hay muchos factores que probablemente contribuyan a la aparicidon y propagacion de
la resistencia, se cree que la aplicacion de monoterapias de ART oral, es un factor
importante. Cuando son tratados con monoterapia a base de ART, los pacientes pueden
abandonar el tratamiento de forma prematura, tras la rapida desaparicion de los sintomas,
pero este tratamiento parcial permite que sigan teniendo parasitos en la sangre. Si no se les

administra conjuntamente un segundo farmaco, los parasitos resistentes sobreviven y
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pueden transmitirse a otros mosquitos, y de estos a otras personas (OMS, 2013). El
incremento de ICsp a ART en los parasitos puede deberse a la accion de Pfimdr-1, como
consecuencia de una resistencia cruzada a MQ, QN u otras drogas y no a una verdadera

presion selectiva a ART (Su et al., 2007).

Estudios realizados para conocer el origen molecular de la resistencia de
Plasmodium a ART, han evaluado varias muestras obtenidas de Cambodia (resistencia a la
artemisinina confirmada), Tailandia (reciente surgimiento de resistencia) y Laos (aun no se
reporta resistencia), realizando anélisis de varios microsatélites y SNP que podrian estar
asociados con una baja tasa de eliminacion del parasito luego del tratamiento, se encontro
que secuencias de 35kb, ubicadas en el cromosoma 13 de P. falciparum, podrian estar
asociadas al desarrollo de la resistencia a artemisinia. Estas secuencias corresponden a:
lipoato sintasa, aminomethyltransferase y Hsp70. La propagacion de parasitos resistentes a

la ART seria catastrofica para el control de la malaria (Cheeseman et al., 2012).

Varios han sido los esfuerzos para reducir la mortalidad y morbilidad causada por
malaria, pero la resistencia global a antimaléricos por parte de P. falciparum asi como, la
resistencia emergente en P. vivax estan entre las dificultades principales para el control de

esta enfermedad (Daniels et al., 2012).

3.6.5 RESISTENCIA EN P. vivax

Los primeros reportes de resistencia a CQ por parte de P. vivax se dieron desde los
afios 80 y hasta ahora se ha reportado resistencia en varios paises de Asia y América

Latina. Ademas, P. vivax ha demostrado tener una resistencia innata a SP, sin embargo,
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CQ sigue siendo considerada como un tratamiento de primera linea para pacientes que

hayan sido diagnosticados con malaria en el caso de P. vivax (Suwanarusk et al., 2007).

Los estudios moleculares han demostrado que las mutaciones puntuales en los
genes que codifican la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la dihidropteroato sintasa (DHPS)
enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de folato confieren resistencia a SP,
respectivamente. Hasta ahora, se han descrito cinco mutaciones para el gen Pvdhfr en los
codones 57, 58, 61, 117 y 173 las cuales se han reportado que confieren resistencia clinica
a los folatos. En tanto, cuatro mutaciones se han descrito para el gen Pvdhps en los
codones 382, 383, 442 y 553, que también estarian asociadas con la resistencia a folatos.
Se conoce mucho de la resistencia de P. vivax a los folatos, pero aun se mantiene incierto
el mecanismo completo detras de la resistencia a la CQ por lo que, es un tema que aun se

mantiene en debate (Garg et al., 2012).

En P. falciparum, las mutaciones en Pfcrt confieren resistencia a la CQ (Fidock et
al., 2000), pero en P. vivax el mecanismo todavia no se entiende bien. Recientes
experimentos han demostrado que la expresion de pvcrt-o (gen homoélogo de Pfert en P.
vivax) en lineas transgénicas de P. falciparum modula la respuesta a CQ y en
Dictyostelium discoideum reduce la acumulacion de CQ independientemente de la

mutacion K76T (Garg et al., 2012).

Otro estudio sugiere que la mutacion Y976F en el gen Pvmdr-1 estaria relacionada
con una susceptibilidad reducida a la CQ (Garg et al., 2012). En P. vivax la mutacion
Y976F en Pvmdr-1 ha sido relacionada con una reduccion en la susceptibilidad a CQ y el

aumento de susceptibilidad a MQ y artesunato. Mutaciones como la S58R y la S117N



20

estan asociadas con una baja asociacion a pirimetamina y la presencia de una mutacion
cuadruple (F57L, S58R, S117N and 1173L se asocia con la resistencia y la inefectividad

del tratamiento con SP (Jovel et al., 2011).

3.7 MALARIA EN EL MUNDO Y AMERICA

La Organizacion Mundial de la Salud en 1955 lanz6é la campana para la
erradicacion mundial de la malaria, confiando en los resultados obtenidos con la CQ para
matar a los parasitos y en el DDT para eliminar al vector de la malaria, lograndose la
erradicacion de la malaria en Europa y Australia. En 1972, la campana fue depuesta debido
a que su objetivo era muy ambicioso, ademas por la emergente resistencia del parasito a

CQ (CDC, 2012)

P. vivax estd ampliamente distribuido en el mundo y afecta a 40% de la poblacion
causando entre 147 y 436 millones de infecciones clinicas cada afio. Aunque asociado con
una menor mortalidad que P. falciparum ejerce una morbilidad considerable sobre todo en

nifios y mujeres embarazadas (Suwanarusk et al., 2007).

Africa es uno de los continentes mas afectados por malaria. En este continente
ocurre mas del 81% de casos a nivel mundial y el 91% de las muertes anualmente (Cruz et
al., 2013). Sin embargo, en el Sudeste Asiatico, se ha logrado un progreso significativo en
el control de la malaria. Los casos de malaria se redujeron en un 43% desde 2003 a 2011, y
las muertes por malaria se redujeron en un 68%, Butan, Republica Popular Democratica de
Corea, Indonesia, Nepal, Sri Lanka y Tailandia, con miras a la eliminacion de la malaria

(WHO, 2013). En América Latina, la mayoria de casos se concentran en la cuenca del
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Amazonas. Se reportaron 580.000 casos de malaria siendo Brasil y Colombia los paises
principalmente afectados con 281.586 y 115.000 casos respectivamente, reportados en el

2010 (Cruz et al., 2013).

Para el afio 2011, el nimero de casos de malaria se redujo a menos de 500.000 en
América. De los 21 paises que son endémicos de la Region de las Américas 12 han logrado
disminuir en un 75% el numero de casos comparados con los reportados en el 2000. Sin
embargo, cuatro paises presentaron un aumento en el nimero de casos, estos son Guyana,

Republica Dominicana, Haiti y Venezuela (AMI/RAVREDA, 2013).

Seis de los 21 paises endémicos en América Latina se encuentran actualmente en la
fase de pre-eliminacion y estos son: Argentina, Costa Rica, El Salvador, Ecuador, México
y Paraguay; de los cuales Argentina, México, Costa Rica y El Salvador reportaron menos
de 20 casos en el 2011. Los 15 paises restantes se encuentran en fase de control

(AMI/RAVREDA, 2013).

3.7.1 TRATAMIENTO Y RESISTENCIA EN ANTIMALARICOS EN

AMERICA LATINA Y EL MUNDO

América Latina es uno de los lugares que anualmente reportan millones de casos de
malaria, es por esto, que se han tomado medidas para el control de la enfermedad, y se
siguen diferentes esquemas de tratamiento dependiendo de la situacién de resistencia a
antimalaricos. Los esquemas de tratamiento que tienen los 21 paises endémicos de malaria
en América Latina son: a) la CQ acompafiada de la PQ se utiliza como esquema de primera

linea de tratamiento para P. falciparum en 9 de los paises que pertenecen a la region de
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Centroamérica, la isla de Hispafola y México donde no se ha reportado la existencia de
resistencia a CQ. b) Panama es el unico pais donde se continua usando SP en combinacion
debido a que no se ha encontrado que exista resistencia a estos antimalaricos. ¢) La
combinacion de artemeter-lumefantrina se utiliza en seis paises como Brasil, Colombia,
Guyana, Surinam, mientras que en los restantes seis paises como Perti, Bolivia y otros
utilizan artesunato-mefloquina. Este esquema de tratamiento es usado en paises donde se
ha demostrado que existe resistencia a CQ. d) La CQ-PQ, se utiliza como tratamiento de

primera linea contra P.vivax en toda América Latina (AMI/RAVREDA, 2013).

En América Latina los primeros reportes de resistencia a CQ se dieron a partir de
los afios 60 en Venezuela, Colombia y Brasil. La resistencia se disemind rapidamente
registrandose casos resistentes incluso en zonas donde este medicamento no se habia usado

de una manera masiva (Cortese et al., 2002).

Mutaciones que alteran los aminodcidos en las posiciones desde el locus 72 a 76 de
pfert en determinadas regiones geograficas han sido asociadas con la dispersion geografica
de la resistencia a CQ, determinandose que los haplotipos relacionados con Ia
diseminacion de la resistencia. Estudios realizados en Brasil, Venezuela y Pert han
descrito que el haplotipo resistente (SVMNT) esta establecido dentro de la poblacion y no
se encontrd ningun parasito con el haplotipo sensible (CVMNK). En Pert, se encontraron
dos genotipos diferentes de resistencia CVMNT y SVMNT encontrandose que el haplotipo
CVMNT se distribuye por la costa y la amazonia en tanto que, el haplotipo SVMNT se
distribuye solo por la amazonia peruana (Bacon et al., 2009). Estos datos permiten suponer
al menos dos modelos diferentes de migracion del alelo resistente a la CQ en Pert. 1) El

linaje costero parece haberse diseminado a partir de la regiéon colombiana hacia el sur a
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través Ecuador y hasta la region costera y la regiéon amazonica. 2) El linaje amazonico se
introdujo tal vez a partir de la Amazonia brasilefia o la Amazonia boliviana (Wootton et

al., 2002).

A partir de los afios 70, los antimalaricos SP fueron introducidos para el tratamiento
de la malaria, ya que en conjunto resultaba un tratamiento efectivo en el control de la
resistencia a CQ. Pocos afos después, se reportaron cepas resistentes a SP, siendo los
primeros casos de resistencia en Brasil y Venezuela. SP fue eficiente para controlar la
resistencia a CQ, pero a partir de 1981 se registrd resistencia entre el 25 y el 60%, y a

partir de los afos 90 SP ya no fue efectivo (Cortese et al., 2002).

En P. falciparum se encontr6 resistencia también a antimalaricos como QN y MQ
(revisado por Saenz et al., 2012). Como resultado de estudios realizados en Vietnam con
cepas que contienen la mutacion N1042D, se comprobd que las cepas mutantes son mas
sensibles a MQ y mads resistentes a QN (Ngo et al, 2003). Por otro lado, algunas cepas
provenientes de Brasil no presentaron una relacion entre esta mutacion y la diferencia de
respuesta a la QN (Zalis et al., 1998). Recientemente, se ha reportado también resistencia a

ART en el Sudeste asiatico (revisado por Sdenz et al., 2012).

3.8 MALARIA EN ECUADOR

La malaria en Ecuador se distribuye en la Costa y la Amazonia. Hasta agosto del
2013 las provincias de El Oro, Esmeraldas, Guayas, Los Rios, Manabi, Morona Santiago,
Orellana, Pastaza, Santa Elena y Sucumbios reportaron casos de malaria. Los parasitos que

se reportan en el pais son P. vivax y P. falciparum (SNEM, 2013).
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Ecuador ha mostrado una disminucion dramatica en la incidencia de malaria desde
el 2000, alcanzando 99% de disminucion si comparamos con el 2012. Se considera que el
pais estd en fase de pre-eliminacion de la malaria (AMI/RAVREDA, 2013). Guayas,
Esmeraldas y Canar reportaron el 90% de todos los casos debidos a P. falciparum e
infecciones mixtas en el pais en 2011. Anopheles albimanus es el principal vector a lo

largo de la costa del pacifico (AMI/RAVREDA, 2013).

El tratamiento que se administra en Ecuador contra P. falciparum es: artementer
(20 mg) y lumefantrina (120 mg) por tres dias y primaquina (7,5 mg) en el cuarto dia. En
el tratamiento contra P. vivax se utiliza CQ (10 mg/kg) por tres dias y primaquina (7,5 mg)
por siete dias. Otros procedimientos que se llevan a cabo para controlar la malaria son la
fumigacion residual intradomiciliar con Deltametrina al 5% (SNEM, 2013) y los

mosquiteros tratados con insecticida (AMI/RAVREDA, 2013).

Histéricamente, la incidencia de paludismo en el Ecuador ha mantenido una
tendencia irregular, asociada a condiciones climaticas y una inadecuada infraestructura
sanitaria. Segin el Ministerio de Salud Publica (MSP) a través del Servicio Nacional de
Control de Enfermedades Transmitidas por Vectores (SNEM) en 1996 se registraron
11.991 casos (MSP, 2008 e INEC, 2006). En el 2000, el nimero de casos ascendio
dramaticamente a 97.007, esto se asocid principalmente con las lluvias torrenciales que
sufrié el pais a causa del Fendmeno del Nifio de 1998. En el 2005, el numero de casos
descendio6 a 16.484. En 2010, los casos fueron 1.886 de los cuales 256 fueron causados por
P. falciparum y 1630 por P. vivax, (MSP, 2011). En el 2011, el reporte de casos se redujo a
1000 casos aproximadamente. En el 2012, la reduccion de casos fue mayor, obteniéndose

el reporte de 565 casos. En este mismo afio, el Ecuador fue nombrado por la OPS como
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“Campeon en la lucha contra la malaria” debido a que a partir del 2010 hubo una reduccion
del 70% de los casos reportados en el pais (SNEM, 2013). Ademds, tres programas
gubernamentales contra la malaria de Brasil, Ecuador y Paraguay fueron reconocidos con

el premio de “Campedn en la lucha contra la malaria™ .

La provincia de Esmeraldas ha sido uno de los sitios que histéricamente han
presentado un gran nimero de casos, especialmente en la cuidad de Esmeraldas que es la
capital de la mencionada provincia. En la ciudad de Esmeraldas en recientes afios se han
registrado casos de personas afectadas por P. falciparum y P. vivax. En lo ultimos afios, se
ha observado un aumento en el numero de casos de P. falciparum y una disminucion de
casos de P. vivax en la ciudad (Figuras 5 y 6). Desde noviembre del 2012 se registré un
incremento en el nimero de casos de P. falciparum en la ciudad de Esmeraldas. El nimero
de casos de este brote entre los meses de Enero a Septiembre de 2013 fue de 140 casos
dentro de la ciudad. Desde enero de 2013 hasta agosto de este afio se han reportado 313
casos en todo el Ecuador, 143 casos causados por P. falciparum y 170 causados por P.

vivax, (Estadisticas SNEM, 2013).

Estudios clinicos realizados en nifio de la provincia de Esmeraldas, infectados por
P. falciparum, fueron analizados para determinar la efectividad del tratamiento con CQ.
Como resultado se report6 un alto porcentaje de resistencia a CQ, siendo asi que el 54% de
los nifios analizados presentaron resistencia y menos de 20% de niflos tuvieron una
respuesta positiva al tratamiento, respetandose asi altos niveles de resistencia a este
antimalérico (Hamer et al., 2003). Los reportes de resistencia a CQ se han dado desde los

afios 80 pero solo desde 2007 el MSP realizo un cambio en el esquema de tratamiento a

SP+AS (Morales, 2009)



26

Los estudios de malaria a nivel molecular son muy escasos en el pais, la
informacion con respecto a este tema es muy limitada. ECU 1110, un aislado ecuatoriano
obtenido aproximadamente en 1990 por la Armada de los Estados Unidos ha sido
analizado y al igual que muestras peruanas, presentd el haplotipo CVMNT (Cortese et al.,
2002) de resistencia a CQ. Ademas, el gen Pfmdr-1 de ECU1110 presentaba dos
mutaciones una en la posicion 184F y otra en la posicion 1042D, relacionadas con la
resistencia a QN. No se observaron mutaciones en los genes Pfdhfr y Pfdhps asociadas con

la resistencia a SP en ECU1110 (S4 et al., 2009).

En un estudio realizado por Morales en el 2009, se analizaron muestras obtenidas
en la Amazonia ecuatoriana, especificamente de la provincia de Sucumbios sus resultados
fueron: 1) Identificacion del haplotipo CVMNT del gen Pfcrt lo cual esta asociado a la
resistencia a CQ (Morales., 2009) 2) Presencia de la mutacion 108N en Pfdhfr en todas las
muestras, relacionado con un bajo nivel de resistencia a pirimetamina y 3) Ausencia de

mutaciones en Pfdhps.

Morales como parte de su estudio, también analizO muestras de P. vivax que
provenian de la provincia de Sucumbios, su estudio se centrd en el analisis del gen Pvdhfr
encontrando el genotipo mutante: todas las muestras presentaron una doble mutacion en

los codones S58R y S117N y no se encontrd ningin genotipo silvestre (Morales, 2009)

Ecuador histéricamente ha sido considerado como un pais endémico para malaria,
pero gracias a los esfuerzos en la vigilancia y la administracion de un tratamiento adecuado

para la enfermedad se ha evidenciado una reduccion en el nimero de casos dentro del pais.
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A pesar de todas la medidas que se han desarrollado para eliminar la malaria, aun se
mantiene y se presentan brotes de P. falciparum en la Costa y P. vivax en la Amazonia, es
por este motivo, que conocer los genotipos de los parasitos presentes, permitird aportar

informacion esencial para la completa eliminacion de la malaria en el Ecuador.

Conocer los genotipos de resistencia a antimaldricos y determinar la presencia de
las secuencias diana para el uso de pruebas rapidas, son las herramientas con las que este
estudio pretende aportar al conocimiento de la malaria en el Ecuador. Al identificar el
estado de resistencia y la susceptibilidad a antimalaricos en Plasmodium ecuatorianos se
podra apoyar en politicas de tratamiento y control de la enfermedad. Finalmente, este

estudio pretende ser un punto de partida para futuros estudios de Plasmodium en el pais.
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OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar los genotipos de resistencia a antimaldricos y de susceptibilidad a

pruebas rapidas de Plasmodium ecuatorianos.

B. ESPECIFICOS

Comparar métodos moleculares de deteccion e identificacion de especies de

Plasmodium usando técnicas como la PCR multiplex y la PCR.

Establecer la existencia de mutaciones en los genes pfcrt, pfmdr-1, pfdhfr y pfdhps
de P. falciparum, pvmdr-1'y pvdhfr de P. vivax para conocer la susceptibilidad o
resistencia a antimaldricos en pardsitos de malaria ecuatorianos mediante la

realizacion de PCR-RFLP y secuenciacion.

Identificar el genotipo de hrp2 y hrp3 en P. falciparum ecuatorianos utilizando la

técnica de PCR semianidada.
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4. MATERIALES Y METODOS

41 ETICA
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador. Los pacientes que participaron en este estudio firmaron un

consentimiento informado (Anexo 1).

42  OBTENCION DE MUESTRAS DE Plasmodium

Las muestras fueron obtenidas por el Servicio Nacional para el Control de las
Enfermedades transmitidas por vectores (SNEM). Estas fueron tomadas a partir de
pacientes que habian sido diagnosticados positivos para malaria por microscopia. Varias
muestras se obtuvieron a partir de sangre venosa del paciente (aproximadamente 5 ml), de
los cuales 30 pl se colocaron en seis circulos de papel filtro Whatman 3 MM y Whatman 1
MM, los cuales se usaron para la extraccion de ADN. El sobrante de la muestra fue
congelada a — 80°C, también se obtuvieron muestras que se tomaron a partir de puncién en

el dedo con lanceta y se coloco la sangre directamente en papel filtro Whatman 1 MM.

43 CEPAS ESTANDAR DE P. falciparum y P. vivax

Se utilizaron las cepas estandar W2, Dd2, D6, 3D7, y NF54 de P. falciparum. Las
cepas W2 y Dd2 son originarias de Indochina. La cepa W2 es resistente a CQ y SP y la
cepa Dd2 es resistente a CQ, SP y MQ. La cepa D6 es originaria de Sierra Leona. La cepa

D6 es sensible a CQ y SP. Las cepas NF54 y 3D7 (provienen de un paciente en el
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aeropuerto de Amsterdam) son sensibles a CQ, SP y tienen baja resistencia a MQ. Ademas,
se utilizé la cepa estdndar SAL-1 de P. vivax, esta cepa es originaria de El Salvador. La
cepa SAL-1 es sensible a CQ. Todas las cepas se usaron para estandarizar las técnicas y
protocolos usados en este estudio. Las cepas W2 y NF54 fueron donadas por el Dr. Dennis
Kyle profesor de la Universidad de South Florida, Tampa, FL, Estados Unidos. Las cepas
Dd2, 3D7 y SAL-1 fueron obtenidas de una colaboracion con el Dr. Venkatachalam
Udmayakumar del Centro de Prevencion y Control de Enfermedades de los Estados

Unidos (CDC).

4.4 CULTIVO IN VITRO DE P. falciparum.

4.4.1 DESCONGELAMIENTO DE PARASITOS.

Los parésitos se encontraban criopreservados a -80°C. Se coloco el tubo criogénico
con la sangre en la incubadora a 37°C por 3 minutos para descongelarlos. Se transfiri6 la
sangre a un tubo de 50 ml. Se anadi6 100 pl de NaCl al 12% gota a gota, luego se adiciond
5 ml de NaCl al 1,6% gota a gota, se centrifugdé a 2000 rpm por 3 minutos y se retird el
sobrenadante. Se afiadié 10 ml de RPMI (medio de cultivo usado para cultivar células
humanas) gota a gota, se centrifugé a 2000 rpm por 3 minutos y se retir6 el sobrenadante.
Se lavo el pellet 2 veces con 10 ml de RPMI. El pellet se colocd en un frasco de cultivo T
25 (Corning), que contenia 5 ml de medio completo (100 ml de Medio Completo contienen
3,2 ml de Bicarbonato de Sodio al 7,5% , 10 ml de plasma O+ y 87 ml de medio RPMI) y
200 pl de sangre O+. Se agreg6d una mezcla de gas (5% CO,, 5% O, y Nitrogeno, esta
mezcla de gas es baja en niveles de oxigeno y alta en didxido de carbono) por 1 minuto. Se

incubd el cultivo a 37°C (Saenz, 2008).
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442 MANTENIMIENTO DE CULTIVOS DE PARASITOS

Se cambi6 el medio completo después de dos dias de realizado el cultivo. Al tercer
dia se procedi6 a revisar el crecimiento de los parasitos mediante microscopia, para lo cual
se realiz6 un frotis en un portaobjeto, se tiid con GIEMSA (tifie zonas con alto contenido
de ADN) al 15% por 20 minutos y se observo al microscopio con aceite de inmersion en

una amplificacion de 1000X (Saenz, 2008).

443 SINCRONIZACION Y DILUCIONES DE PARASITOS

Los parésitos que llegaron al 1% de parasitemia de trofozoitos tempranos fueron
sincronizados para obtener un mismo estadio en todos los parasitos. Para esto, se transfirid
el cultivo a tubos conicos de 15 ml y se centrifugd a 2000 rpm por 3 minutos. Se separd el
sobrenadante y se afiadio 10 ml de Sorbitol al 5%. Se mezclo el tubo por inversion durante
diez minutos y se centrifugd a 2000 rpm por 3 minutos. Se separ6 el sobrenadante y se
procedié a afiadir 10 ml de medio RPMI, se centrifugé a 2000 rpm por 3 minutos y se
separ6 el sobrenadante, este procedimiento se realizé tres veces. Se afiadiéo 5 ml de medio
completo al pellet y se dejo crecer el cultivo hasta que los parasitos llegaron al 1 % de
parasitemia. Se centrifugd a 2000 rpm por 3 minutos y se separ6 el sobrenadante. Al pellet
que se obtuvo se le afiadié 200 pl de sangre y se realizo diluciones seriadas 1:1 sangre :
parasitos, el 0,0078% a 0,00001% de parasitemia. Se realiz6 los métodos descritos en
4.6.2. Se comparo la eficiencia de estos dos métodos de deteccion de Plasmodium (Saenz,

2008).
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45 EXTRACCION DE ADN

El ADN de Plasmodium se obtuvo a partir de las muestras ya especificadas
anteriormente en el literal 4.2, también se obtuvo ADN los de cultivos de P. falciparum
mantenidos en laboratorio. La extraccion de ADN se realizé por dos métodos detallados a

continuacion:

4.5.1 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE PAPEL FILTRO

La extraccion de ADN de muestras de papel filtro se realizd con Chelex-100
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA). El papel filtro fue cortado en el area
impregnada con sangre y se lo afiadido a 200 pl de Chelex-100 al 5% que previamente
fueron calentados a 80°C por 2 minutos, se calentd toda la muestra a 100°C por 10
minutos, se centrifugd la muestra a 13.500 rpm por 1,5 minutos y el sobrenadante se
coloco en un nuevo eppendorf de 1,5 ml, evitando que el ADN se vuelva a mezclar con el

Chelex-100 (Protocolo proveido por Army Malaria Institute, Australia).

452 EXTRACCION DE ADN PARA MUESTRAS A PARTIR DE

SANGRE COMPLETA

La extraccion ADN a partir de sangre completa se realizé con el kit Axyprep Body
Fluid Viral DNA/RNA Miniprep, siguiendo el protocolo de extraccion recomendado por el
fabricante Axygen Scientific, Inc. (Central Avenue, Union City, CA, USA): A 200 ul de
sangre completa se agregé 200 ml de buffer V-L (Viral lysis buffer), se mezclé invirtiendo

el tubo y se dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié 75 ml de buffer
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V-N (Protein precipitation buffer), se mezcld con vortex por 30 segundos y se centrifugo6 a
12.000 rpm por 5 minutos. Se separ6 el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf de 2 ml,
se adicion6 250 ml de la mezcla Isopropanol + 1% de Acido Acético y se pipeted
suavemente para homogenizar la mezcla. Se transfirio todo el liquido a una columna
Miniprep y se centrifugdé a 6.000 rpm por 1 minuto. Se descarté el liquido filtrado y se
coloco de nuevo la columna Miniprep en el eppendorf. Se adiciond 500 ml de buffer W1A
(Wash buffer), se dejo reposar por 1 minuto y se centrifugd a 12.000 rpm por 1 minuto. Se
desechod el liquido filtrado, se adicioné 800 ml de buffer W2 (Desalting buffer) a la
columna Miniprep y se centrifugd a 12.000 rpm por 1 minuto. Se descartd el liquido
filtrado y se centrifugd 1 minuto mas para evitar que se queden residuos de buffer. Se
afiadié 60 ml de buffer TE a la columna Miniprep para eluir el ADN, se dejo reposar por 1

minuto y se centrifugd a 12.000 rpm por 1 minuto. Se guard6 el ADN a -20°C.

453 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE CULTIVOS DE P.

falciparum.

El ADN de las cepas P. falciparum se obtuvo a partir de cultivos que se han
mantenido en laboratorio. Los parasitos fueron centrifugados en tubos de 15 ml a 2000 rpm
por 3 minutos, se obtuvo un pellet de aproximadamente 200 pl, el cual fue usado para la
extraccion de ADN con el kit Axyprep Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep, siguiendo

el protocolo descrito en el literal 4.5.2.
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4.6 DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE Plasmodium

4.6.1 DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE Plasmodium POR

MEDIO DE MICROSCOPIA.

La especie de Plasmodium se determind por microscopia. Se usé gotas de sangre
con parasitos para realizar gota gruesa y frotis en portaobjetos. Se fijo el frotis en Metanol
al 100%, se evitd fijar la gota gruesa. Se procedio a tefiir la placa con una solucion de
GIEMSA al 15% por 20 minutos y se observd en un microscopio Optico con una
magnificacion de 1000X. Se identificé la especie de Plasmodium por morfologia (Figura

7) y se contaron los parasitos en 5 campos y para determinar el porcentaje de parasitemia.

4.6.2 DETERMINACION MOLECULAR DE LAS ESPECIES DE
Plasmodium POR MEDIO DE REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR).

La especie de Plasmodium fue determinada por PCR. Se realiz6 PCR multiplex y
PCR anidada. Todos estos procedimientos fueron realizados con el termociclador Gene

Amp PCR System 9600, Perkin Elmer.
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4.6.2.1 DETERMINACION MOLECULAR DE LAS ESPECIES DE

Plasmodium POR PCR MULTIPLEX.

La PCR multiplex es una variacion de la PCR convencional, esta técnica consisten
en el uso de varios pares de primers que van a amplificar varios fragmentos de interés en

una sola reaccion (NCBI, 2013)

La PCR multiplex se realizd con primers especificos para cada especie de
Plasmodium humano: P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae, y un primer reverse
(Tabla 1) (Padley et al., 2003). La reaccion se hizo en un volumen final de 25 pl que
contenia: 12,5 ul de GoTaq Green Mastermix (Promega, Madison, WI, USA), 1 ul de cada

primer (10 uM), 2,5 ul de MgCl, (25 mM) (Promega, Madison, WI, USA) y 5 ul de ADN.

El perfil térmico const6 de una denaturacion inicial a 94°C por 10 minutos, 45
ciclos de: 94°C por 50 segundos de denaturacion, 60°C por 50 segundos de anillamiento y

68°C por 1 minuto de extension (Padley et al., 2003).

4.6.2.2 DETERMINACION MOLECULAR DE LAS ESPECIES DE

Plasmodium POR PCR ANIDADA.

La PCR anidada es una modificacion de la PCR convencional en donde se realizan
dos rondas de amplificacién con distintos pares de primers, con el fin de incrementar la
sensibilidad y especificidad de la deteccion. Primero se realiza la PCR 1 con primers que

van amplificar una zona mas extensa. Luego se utiliza el producto de la PCR 1 como
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molde para una segunda PCR, que se realiza con primers que van a amplificar una zona

especifica (Genomick, 2009)

La PCR inicial fue realizada con los primers forward y reverse PLUS y PLU6
(Tabla 1) que identifican la presencia de Plasmodium y para la PCR anidada se uso6 primers
especificos para cada especie de Plasmodium, los primers forward y reverse FAL 1 y FAL
2 (Tabla 1) para identificar P. falciparum, los primers forward y reverse VIV 1 y VIV 2
(Tabla 1) para identificar P. vivax (Snounou., 1996). La reaccion se hizo en un volumen
final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq Green Mastermix (Promega, Madison, W1,
USA), 1 pl de cada primer (10 uM), 2,5 pl de MgCl, (25 mM) (Promega, Madison, WI,

USA), 3 pl de H,O ultra puray 5 ul de ADN.

El perfil térmico de la PCR 1 consté6 de una denaturacion inicial a 95°C por 5
minutos, 25 ciclos de: 58°C por 2 minutos de anillamiento, 72°C por 2 minutos de
extension, 94°C por 1 minuto de denaturacidén; por ultimo 58°C por 2 minutos de
anillamiento final y 72°C por 5 minutos de extension final, la reaccién se completa
reduciendo la temperatura a 20°C. Para la PCR 2 el perfil de amplificacién fue el mismo

pero solo se realizaron 30 ciclos (Snounou., 1996).

47 DETERMINACION MOLECULAR DE GENOTIPOS DE RESISTENCIA

DE Plasmodium

Los protocolos de amplificacion fueron realizados en el termociclador Gene Amp

PCR System 9600, Perkin Elmer.
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4.7.1 PCR-RFLP DEL GEN P. falciparum CHLOROQUINE RESISTANCE

TRANSPORTER (Pfcrt EN LA POSICION 72)

La técnica de PCR-RFLP es el us6 combinado de dos protocolos, el primero la
PCR que consiste en la amplificacion de fragmentos especificos de ADN. En tanto, la
técnica de RFLP consiste en que los fragmentos amplificados previamente por PCR tienen
secuencias conocidas, las cuales van a ser reconocidas por enzimas de restriccion y
cortadas, obteniéndose fragmentos de diferentes tamafios, los cuales se pueden visualizar

en geles de agarosa (NCBI, 2013).

La amplificacion de Pfcrt 72 se realizd por PCR anidada, usando los primers
forward y reverse 76-A y 76-B (Tabla 2) para la PCR 1, los primers forward y reverse
CRT-72 y 76-D2 para la PCR 2 (Tabla 2) (University of Maryland, 2012) (Lo et al.,
2013).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 ul de

MgCl, (25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra puray 5 pul de ADN.

El perfil térmico para la PCR 1 y la PCR 2 const6é de una denaturacién inicial a
94°C por 3 minutos, 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos de denaturacion, 55°C por 30
segundos de anillamiento, 65°C por 1 minuto de extension, un ciclo final a 65°C por 5

minutos y 15°C por 5 minutos (University of Maryland, 2012) (Lo et al., 2013).
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4.7.1.1 RESTRICCION CON LA ENZIMA Mbo I

La restriccion se realizé con la enzima Mbo I (Promega) cuya secuencia de clivaje
es S’"GATC 3’. La restriccion se trabajoé en un volumen final de 20 ul que incluyeron: 10 pl
del producto de la PCR 2 del gen Pfcrt en la posicion 72, 0,5 pl de la enzima Mbo 1, 0,2 pl
de BSA, 2 ul de Buffer 10x y 7,3 ul de agua ultra pura. La reaccién se llevo a cabo toda la

noche a 37°C.

4.7.2 PCR-RFLP DEL GEN P. falciparum CHLOROQUINE RESISTANCE

TRANSPORTER (Pfcrt EN LA POSICION 76).

La amplificacion de Pfcrt 76 se realizd por PCR anidada, usando los primers
forward y reverse P1 y P2 (Tabla 3) para la PCR 1, los primers forward y reverse D1 y D2

para la PCR 2 (Tabla 3) (Fidock et al., 2000).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 ul de

MgCl, (25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra puray 5 pul de ADN.

El perfil térmico para la PCR 1 constd de una denaturacion inicial a 94°C por 10
minutos, 45 ciclos de: 94°C por 30 segundos de denaturacion, 56°C por 30 segundos de
anillamiento y 60°C por 1 minuto de extension. Para la PCR 2 se realiz6 una denaturacion
inicial a 94°C por 10 minutos, 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos de denaturacion, 48°C
por 48 segundos de anillamiento y 65°C por 30 segundos de extension (Fidock et al.,

2000).
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4.7.2.1 RESTRICCION CON LA ENZIMA 4po |

La restriccion se realizé con la enzima Apo I (Biodilabs) cuya secuencia de clivaje
es S'RAATTY3 . La restriccion se trabajo en un volumen final de 30 pl que incluyeron: 17
pl de agua ultra pura, 2 pl de 1X NEBuffer 3.1, 1 pl de la enzima Apo 1y 10 pl del
producto amplificado de la PCR 2 del gen Pfcrt en la posicion 76. La reaccion se llevo a

cabo por 6 horas a 50°C.

473 PCR-RFLP DEL GEN P. falciparum  DIHIDROFOLATE

REDUCTASE (Pfdhfir EN LA POSICION 51/59)

La amplificacion de Pfdhfr 51/59 se realizo6 por PCR anidada, usando los primers
forward y reverse DIF y DIR (Tabla 4) para la PCR1 y los primers forward y reverse

DI108F, D108R, D51/59F y D51/59R para la PCR2 (Tabla 4) (Veiga et al., 2006).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 pl que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 ul de
MgCl, (25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra pura y 5 pul de ADN.

El perfil térmico para la PCR 1 consté de una denaturacion inicial a 94°C por 2
minutos, 10 ciclos a 92°C por 30 segundos de denaturacion, 54°C por 30 segundos de
anillamiento, 68°C por 45 segundos de extension, seguido por 15 ciclos a 92°C por 30
segundos de denaturacion, 52°C por 30 segundos de anillamiento, 68°C por 45 segundos de
extension, a continuacion 10 ciclos a 92°C por 30 segundos de denaturacion, 51°C por 30

segundos de anillamiento, 68°C por 45 segundos de extension, luego 10 ciclos a 92°C por
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30 segundos de denaturacion, 50°C por 30 segundos de anillamiento y 68°C por 45

segundos de extension.

Para la PCR 2 se realiz6 una denaturacion inicial a 94°C por 1 minuto, seguido de
10 ciclos a 94°C por 20 segundos de denaturacion, 61°C por 30 segundos de anillamiento,
72°C por 10 segundos de extension, a continuacion se llevo a cabo 10 ciclos a 94°C por 20
segundos de denaturacion, 63°C por 30 segundos de anillamiento, 72°C por 30 segundos de
extension, luego se realizd 10 ciclos a 94°C por 20 segundos de denaturacion, 61°C por 30
segundos de anillamiento, 72°C por 30 segundos de extension, para terminar se realizo 15
ciclos a 94°C por 20 segundos de denaturacion, 58°C por 30 segundos de anillamiento y

72°C por 30 segundos de extension (Veiga et al., 2006).

4.7.3.1 RESTRICCION CON LAS ENZIMAS Bsr Iy Tag I PARA LA

POSICION 59 DE Pfdhf

La doble restriccion se realizd con las enzimas Bsr 1y Tag 1 cuyas secuencias de
clivaje son 5’ACTGGN 3" y 5" TCGA 3’ respetivamente. La restriccion se trabajé en un
volumen final de 30 pl que incluyeron: 7 pl del producto de la PCR 2 del gen Pfdhfr en la
posicion 51/59, 0,5 ul de la enzima Bsr 1, 0,5 ul de la enzima 7ag 1, 0,2 ul de BSA, 2 ul de
Buffer 10x, 2 ul de Buffer NE 3.1 y 17,8 pul de agua ultra pura. La reaccion se llevo a cabo

por 3 horas a 65°C.
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4.7.3.2 RESTRICCION CON LAS ENZIMAS Alu Iy Eco RI PARA LA

POSICION 51 DE Pfdhfi

La doble restriccion se realizé con las enzimas A/u I y Eco RI cuyas secuencias de
clivaje son 5’AGCT 3" y 5S"GAATTC 3’ respectivamente. La restriccion se trabajé en un
volumen final de 30 pl que incluyeron: 7 ul del producto de la PCR 2 del gen Pfdhfir en la
posicion 51/59, 0,5 ul de la enzima Alu I, 0,5 ul de la enzima Eco RI, 0,4 ul de BSA, 2 ul
de Buffer H 10x, 2 ul de Buffer E 10x, 2 pl de Buffer NE 3.1 y 17,6 ul de agua ultra pura.

La reaccion se llevo a cabo por 3 horas a 37°C.

474 PCR-RFLP DEL GEN P. falciparum  DIHIDROFOLATE

REDUCTASE (Pfdhfi) EN LA POSICION 108

La amplificacion de Pfdhfr 108 se realiz6 por PCR anidada, usando los primers
forward y reverse PFDHFR 1 y PFDHFR 2 (Tabla 5) para la PCR1 y los primers forward

y reverse PFDHR 3 y PFDHFR 4 para la PCR2 (Tabla 5) (Duraisingh et al., 1998).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de primer (10 uM), 2,5 ul de

MgCl, 25 mM (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra puray 5 ul de ADN.

El perfil térmico para la PCR 1 consté de una denaturacion inicial a 94°C por 10
minutos, 40 ciclos de: 94°C por 50 segundos de denaturacion, 45°C por 50 segundos de
anillamiento y 70°C por 1 minuto de extension. Para la PCR 2 se realiz6 una denaturacion

inicial a 94°C por 10 minutos, 40 ciclos de: 94°C por 50 segundos de denaturacion, 50°C
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por 50 segundos de anillamiento y 70°C por 1 minuto de extension (Duraisingh et al.,

1998).

4.7.4.1 RESTRICCION CON LA ENZIMA DE Alu 1

La restriccion se realizo con la enzima A/u I (Promega) cuya secuencia de clivaje es
5"AGCT3". La restriccion se trabajé en un volumen final de 20 ul que incluyeron: 10 pl
del producto de la PCR 2 del gen Pfdhfr en la posicion 108, 0,5 ul de la enzima Alu 1, 0,2
ul de BSA, 2 ul de Buffer 10x y 7,3 pl de agua ultra pura. La reaccion se llevo a cabo por

2 horas a 37°C.

4.7.5 PCR-RFLP DEL GEN P. vivax DIHIDROFOLATE REDUCTASE

(Pvdhfrr EN LA POSICION 117)

La amplificacion de Pvdhfr 117 se realizd por PCR simple, usando los primers

forward y reverse PVDHFR 1 y PVDHFR 2 (Tabla 6) (Tjitra et al., 2002).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 MgCl,

(25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra puray 5 ul de ADN.

El perfil térmico para la PCR const6 de una denaturacion inicial a 94°C por 10
minutos, 40 ciclos de: 94°C por 40 segundos de denaturacion, 58°C por 40 segundos de

anillamiento y 72°C por 1 minuto de extension (Tjitra et al., 2002).
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4.7.5.1 RESTRICCION CON LA ENZIMA Pyu 11

La restriccion se realizé con la enzima Pvu 11 (Promega) cuya secuencia de clivaje
es S"CAGCTG3'. La restriccion se trabajo en un volumen final de 20 pl que incluyeron: 10
ul del producto de la PCR del gen Pvdhfr 117, 0,5 ul de la enzima Pvu 11, 0,2 ul de BSA, 2
ul de Buffer 10x y 7,3 pul de agua ultra pura. La reaccion se llevo a cabo por 2 horas a

37°C.

4.7.6 PCR-RFLP DEL GEN P. vivax MULTIDRUG RESISTANCE-I

(Pvmdr-1 EN LA POSICION 976)

La amplificacion de Pvmdr-1 en la posicion 976, se realizé por PCR semianidada,
usando los primers forward y reverse PVMDR 976 (Tabla 7) para la PCR 1 y los primers

internal y reverse PVMDR 976 para la PCR 2 (Tabla 7) (Suwanarusk et al., 2007).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 pl que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 MgCl,

(25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra puray 5 ul de ADN.

El perfil térmico para la PCR 1 consté de una denaturacién inicial a 95°C por 15
minutos, 40 ciclos a 95°C por 30 segundos de denaturacion, 60°C por 1 minuto de
anillamiento y 72°C por 30 segundos de extension. Para la PCR 2 se sigui6 el mismo perfil

térmico ya descrito (Suwanarusk et al., 2007).
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48 DETERMINACION DE GENOTIPOS DE Pfhrp2 y Pfhrp3

Todos los protocolos de amplificacion fueron realizados en el termociclador Gene

Amp PCR System 9600, Perkin Elmer.

4.8.1 PCR DEL GEN Pfhrp2 de P. falciparum

La amplificacién de Pfhrp2 se realizo por PCR simple, usando los primers forward
y reverse HRP2 (Tabla 8). En las muestras tomadas en papel filtro se realiz6 una PCR

semianidada con los primers HRP2 F2 Y HRP2 R1 (Tabla 8) (Baker et al., 2005).

La reaccion se hizo en un volumen final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 ul

MgCl, (25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra pura y 5 pul de ADN.

El perfil térmico para la PCR const6 de una denaturacion inicial a 96°C por 10
minutos, 40 ciclos de: 96°C por 30 segundos de denaturacion, 55°C por 30 segundos de
anillamiento y 70°C por 1 minuto de extension. La PCR semianidada constd del mismo

perfil térmico (Baker et al., 2005).

4.8.2 PCR DEL GEN Pfhrp3 de P. falciparum

La amplificacién de Pfhrp3 se realizo por PCR simple, usando los primers forward
y reverse PFHRP3 (Tabla 9) para la PCR. En las muestras de papel filtro se realizd una

PCR semianidada con el Primer PFHRP3 F2 Y PFHRP3 R1 (Tabla 9) (Baker et al., 2005).
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La reaccion se hizo en un volumen final de 25 ul que contenia: 12,5 ul de GoTaq
Green Mastermix (Promega, Madison, W1, USA), 1 ul de cada primer (10 uM), 2,5 MgCl,
(25 mM) (Promega, Madison, WI, USA), 3 ul de H,O ultra puray 5 ul de ADN.

El perfil térmico para la PCR const6 de una denaturacion inicial a 94°C por 10
minutos, 40 ciclos de: 94°C por 50 segundos de denaturacion, 55°C por 50 segundos de
anillamiento y 70°C 1 minuto de extension. La PCR semianidada constd del mismo perfil

térmico (Baker et al., 2005).

49  VISUALIZACION DE LOS RESULTADOS

Los productos amplificados fueron corridos mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% (Anexo 2) en cada pocillo se cargd 5 pl del producto amplificado. Para
analizar el peso molecular de las muestras se utilizé un marcador de peso con rango de 100
a 1500 pares de bases (Promega, Madison, WI, USA). Los geles fueron corridos a 100
voltios por 2 horas. La tincion se realizo con SYBR safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Finalmente los geles fueron observados con un transiluminador digital BioDoc-It"™de luz
ultra violeta (UVP inc.). Las imégenes obtenidas fueron recortadas y etiquetadas en el
programa Adobe Photoshop CS3 Version 10.0 (desarrollado por Adobe Systems

Incorporated, 2003).

410 SECUENCIACION POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Se determinaron las mutaciones de los genes Pfcrt, Pfdhfr, Pfmdr-1 'y Pfdhps por
electroforesis capilar. Los fragmentos fueron analizados por electroforesis capilar en un

secuenciador ABI 3100 (Applied Biosystems, Forest City, CA, US), este procedimiento
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fue realizado por el Dr. Fabian Sédenz, en los Centros de Prevencion y Control de
Enfermedades de los Estados Unidos, en el laboratorio del Dr. Venkatachalam
Udmayakumar. Los datos se obtuvieron en formato .abi los alineamientos y la
determinacion de la presencia o ausencia de mutaciones se realizd en el programa

Geneious 6.1.6.
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5. RESULTADOS

5.1 MUESTRAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO

Las muestras que se utilizaron para este estudio pertenecen a las especies de P.
falciparum y P. vivax, los datos y los cddigos usados para cada muestra se encuentran
descritos en las tablas 10 y 11. También se realiz6 un mapa con la ubicacion de donde
provienen las muestras (Figura 8). Se obtuvieron 25 muestras de P. falciparum y 7

muestras de P. vivax el nimero de muestras fue bajo.

52 DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE Plasmodium

Para confirmar la positividad de las muestras colectadas y la especie de
Plasmodium, se utilizaron dos métodos: PCR multiplex y PCR anidada con el ADN
obtenido a partir de las muestras descritas en el literal 5.1. Al correr los productos
amplificados de la PCR multiplex en geles de agarosa, se obtuvieron dos bandas: una
banda de 276 pb que identifica a P. falciparum y una banda de 300 pb que identifica a P.
vivax. La PCR multiplex se usé para las muestras Pf001, Pv001, Pf003 y Pf004. En las
figuras (9A y 9B) se puede visualizar las bandas que confirman la positividad y la

identificacion de la especie de Plasmodium para las muestras ya mencionadas.

La PCR anidada se realiz6 en las muestra Pf006 a Pf025 y en las muestra Pv001 a
Pv007, con los productos amplificados se corrieron geles de agarosa y se obtuvieron dos
bandas: una banda de 100 pb que identifica a P. vivax y una de 200 pb que identifica a P.

falciparum (Figura 10). En las figuras (11A-D) se observan bandas en la PCR 2 que
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confirman la positividad de las muestras y la identificacion de la especie de Plasmodium.
Las muestras Pf002 y Pf005 no amplificaron en ninguno de los procedimientos realizados

como consecuencia estas muestras fueron excluidas del estudio.

53 DETERMINACION DE EFECTIVIDAD DE PCR MULTIPLEX Y PCR

ANIDADA

Se realizaron diluciones seriadas de cultivos de P. falciparum de la cepa NF54, de
1% - 0,00097% y 0,0078% - 0,00001% de anillos. Estas fueron sometidas a PCR multiplex
y PCR anidada para conocer la efectividad en la identificacion de Plasmodium que tiene
cada uno de estos métodos. Al correr los productos amplificados de la PCR multiplex en
geles de agarosa de las diluciones de 0,0078% a 0,00001% de parasitemia de anillos y
esquizontes no se visualizd ninguna banda, unicamente se visualizd6 bandas en las
diluciones mas altas que van del 1% al 0,00097% de parasitemia (Figura 12). En contraste
en los productos de la PCR anidada se obtuvo una banda de 200 pb que identifica a P.
falciparum. En las figuras (13 y 14) se observa la presencia de bandas en la PCR 2
(0,0078% a 0,00006%) de parasitemia. No se visualizaron bandas para las diluciones
0,00003% y 0,00001%, comparando estos dos métodos se evidencid que la PCR anidada
fue mas eficiente ya que amplificdé porcentajes de parasitemia muy bajas de hasta

0,00006%, en tanto, la PCR multiplex solo amplifico hasta 0,00097%.
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5.4 DETERMINACION MOLECULAR DE GENOTIPOS DE RESISTENCIA DE

P. falciparum.

La resistencia de P. falciparum a ciertos antimalaricos ha sido asociada a
mutaciones puntuales en genes codificantes para proteinas fundamentales de las células,
estas mutaciones alteraran la codificacion de las proteinas, ocurriendo asi el cambio de un
aminoacido por otro en un locus en especifico. Varios genes han sido relacionados con la

resistencia de P. falciparum a antimalaricos estos son: Pfcrt, Pfmdr-1, Pfdhfr, Pfdhps.

5.4.1 PCR - RFLP DEL GEN Pfert EN LA POSICION 72

El gen Pfcrt ha sido asociado con la resistencia a CQ, es por esto, que el andlisis de

este gen es importante para el analisis de los haplotipos que estan en el pais.

El ADN extraido de las muestras de P. falciparum se usd para amplificar
secuencias correspondientes al gen Pfcrt en la posicion 72 empleando los primers 76-A,
76-B (Tabla 2) en la PCR1 y los primers CR7-72 y 76-D2 (Tabla 2) en la PCR 2. La
técnica PCR-RFLP nos permiti¢ diferenciar el genotipo wild type 72C del genotipo
mutante 72S. Al correr los productos amplificados obtenidos en la PCR1, la PCR2 y la
restriccion en geles de agarosa, se obtuvieron dos bandas: una banda de 55 pb y una banda
de 37 pb, estas bandas se observaron para todas las muestras de P. falciparum, la muestra
Pf001 a Pf025 (Figuras 15 A-E). Este resultado se esperaba para muestras que tuvieron el

genotipo wild type 72C. No se encontrd el genotipo mutante del aminoécido S.
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5.4.2 PCR - RFLP DEL GEN Pfert EN LA POSICION 76

La mutacion en el gen Pfcrt especificamente en la posicion 76 esta asociada con la
resistencia a CQ. Actualmente, la mutacion 76T se encuentra distribuida en todo el mundo

y por lo tanto, la resistencia a este medicamento también.

La técnica PCR-RFLP en el gen Pfcrt de P. falciparum en la posicion 76 nos
permitié diferenciar entre el genotipo mutante 76T y el genotipo wild type 76K. Como
resultado de este procedimiento, se obtuvo solo una banda de 134 pb para todas las

muestras (Pf001- Pf025) mientras que en el control NF54 se obtuvo una banda de 100 pb.

En las figuras (16 A - G) no se observaron bandas en la PCR 1, en la PCR2 se
observd una banda de 134 pb y se observé la misma banda en la restriccion realizada con

la enzima Apo 1. En la restriccion de NF54 se obtuvo una banda de 100pb.

La no restriccion de la banda de 134 pb se esperaba para muestras que tuvieron el
genotipo mutante 76T. El 100% de las muestras tuvo este genotipo (Figura 17). Como
resultado se puede determinar que las muestras Pf001 a Pf025 tienen el genotipo mutante

76T mientras que el control NF54 tiene el genotipo wild type 76K.

5.4.3 SECUENCIACION DEL GEN Pfcrt

La secuenciacién de este gen se realizd por electroforesis capilar en el CDC,
Atlanta. Este procedimiento se efectué para confirmar los resultados obtenidos con la
técnica PCR — RFLP. En el gen Pfcrt se analizaron las posiciones 72 a 76. Este

procedimiento se llevo a cabo para las muestras Pf003 a Pf022 y los controles 3D7 y Dd2.
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Con los andlisis realizados se establecid que en la posicion 72 del gen Pfcrt, el
genotipo wild type TGT (Cisteina) se encontraba presente en los controles 3D7, Dd2 y en

las muestras Pf003 a Pf022. No se encontr6 el genotipo mutante Serina (AGT).

En la posicion 76 del gen Pfcrt, se determind que la secuencia ACA (Treonina) del
genotipo mutante se encontraba en el control Dd2 y en las muestras Pf003 a Pf022, el
genotipo wild type AAA (Lisina) solo se obtuvo para el control 3D7 (Anexo 3). Los
resultados obtenidos para el gen Pfcrt se encuentran resumidos en la tabla 12 y en la figura
17. El 100% de las muestras ecuatorianas presentaron el genotipo wild type en la posicion

72 y el genotipo mutante 76T.

5.4.4 PCR-RFLP DEL GEN Pfdhfi- EN LA POSICION 51 y 59

Las mutaciones en el gen Pfdhfr han sido asociadas a la resistencia al antimalarico
pirimetamina, la presencia de las mutaciones en las posiciones 51 y 59 se relacionan con

un alto nivel de resistencia a esta droga.

Las muestras Pf001 a Pf025 y el control NF54 se amplificaron por PCR anidada y
se realizé una doble restriccion de los productos obtenidos en la PCR2 con las enzimas Bsr
Iy Taq 1. Este procedimiento se realizo para diferenciar entre el genotipo mutante 511 y el
genotipo wild type SIN. Los productos obtenidos tanto en la PCR1, la PCR2 asi como en
la restriccion, fueron corridos en geles de agarosa lo cual nos permitio visualizar las bandas

de 94 pb, 262 pb y 515 pb para la posicion 51 del gen Pfdhfr. Este patrén de bandas, esta
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asociado con la presencia del genotipo wild type en todas las muestras Pf001 a Pf025 y el

control NF54 (Figuras 18A-18H).

Las muestras Pf001 a Pf025 y el control NF54 se amplificaron con primers
especificos para la posicion 59 del gen Pfdhfr. Este protocolo se llevo a cabo para
determinar los genotipos que tienen las muestras en esta posicion. Esto nos permitio
diferenciar entre el genotipo mutante S9R y el genotipo wild type 59C. En las figuras 18A-
18H se visualiza la presencia de dos bandas: una banda de 83 pb y otra banda de 184 pb.
Estas bandas se obtuvieron al realizar una doble restriccion con las enzimas Eco R1'y Alu 1.
Al haber el corte en los productos amplificados se puede determinar que todas las muestras
Pf001 a Pf025 y el control NF54 tuvieron el genotipo wild type 59C, ademas, no se

observd en ninguna muestra en genotipo mutante S9R.

5.4.5 PCR-RFLP DEL GEN Pfdhfi EN LA POSICION 108

La mutacion 108 en el gen Pfdhfr estd asociada a la resistencia del antimalarico
pirimetamina, siendo esta la primera mutacion que se reporta como un indicador de
resistencia.

La técnica de PCR-RFLP se uso para diferenciar entre la secuencia mutante 108N y
la secuencia wild type 108S del gen Pfdhfr de P. falciparum. Este procedimiento se realizo
por PCR anidada y ademads, se realizo restriccion con la enzima Alu 1 del producto
obtenido en la PCR2. Las muestras (Pf001 - Pf023) y el control NF54 presentaron el
mismo patron de bandas: una banda de 652 pb y una banda de 326 pb. Este esquema de

bandas esta asociado con la presencia del genotipo wild type 108S. En las muestras Pf024
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y Pf025 no hubo restriccion del producto de la PCR2, se obtuvo una banda de 652pb, que

determina la presencia del genotipo mutante108N (Figuras19A-19G).

5.4.6. SECUENCIACION DEL GEN Pfidhfr

La secuenciacion del gen Pfdhfr en las posiciones 51, 59 y 108 nos permitid
corroborar los resultados que se obtuvieron por el método de PCR-RFLP. La secuenciacion

se realizo para las muestras Pf003 a Pf022.

Todas las muestras (Pf003 - Pf022) y el control 3D7 presentaron la secuencia AAT
(Asparagina), esta secuencia estd asociada con la presencia del genotipo wild type en la
posicion 51N, ademas, en el control Dd2 se observo la secuencia ATT (Isoleucina) que

estd relacionada con la presencia del genotipo mutante 511 (Anexo 4).

Las muestras Pf003 a Pf022 y el control 3D7, tienen el genotipo TGT (Cisteina).
Esta secuencia estd relacionada con la presencia del genotipo wild type 59C en todas las
muestras. El control Dd2 tuvo el genotipo CGT (Arginina), esta secuencia se relaciona con
la presencia de la secuencia mutante S9R (Anexo 5).

En las muestras Pf003 a Pf022 y el control 3D7 se observo la secuencia AGC
(Serina), que se relaciona con la presencia del genotipo wild type 108S. El control Dd2

tuvo la secuencia AAC (Asparagina) vinculada con el genotipo mutante 108N (Anexo 6).

Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la tabla 13 y en la figura 20.
El 100% de las muestras tuvieron el genotipo wild type para las posiciones 51 y 59 (Figura

20A y 20B) y el 92% de las muestras tuvieron el genotipo wild type en la posicion 108. El
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8% de las muestras tuvo el genotipo mutante en la posicion 108 del gen Pfdhfr (Figura

200).

5.4.7 SECUENCIACION DEL GEN Pfdhps EN LAS POSICIONES 437, 540 y

581

Las variaciones en las secuencias del gen Pfdhps estan asociadas con la resistencia
al antimalarico sulfadoxina y la triple mutacion en las posiciones 437, 540 y 581 se asocian

con un alto nivel de resistencia a esta droga.

El andlisis del gen Pfdhps de P. falciparum se realizd Ginicamente por el método de
secuenciacion debido a que las técnicas de RFLP no tuvieron éxito. Con los resultados
obtenidos a partir de este procedimiento se realiz6 comparaciones entre las muestras y los

controles 3D7 y Dd2.

Las muestras (Pf003 - Pf022) y los controles 3D7 y Dd2, fueron analizados en las
posiciones 437, 540 y 581 del gen Pfdhps. En la posicion 437 los controles 3D7 y Dd2
presentaron la secuencia GGT (Glicina) que estd asociada con el genotipo mutante 437G,
mientras que las muestras Pf003 a Pf022 tienen la secuencia GCT (Alanina) vinculada con

el genotipo wild type 437 (Anexo 7).

La posicion 540 del gen Pfdhps presenta el genotipo wild type AAA (Lisina) en
todas las muestras Pf003 a Pf022, el control 3D7 y Dd2. Este genotipo est4 relacionado

con la posicion 540K, (Anexo 8) ademas, no se observo el genotipo mutante 540Q.
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Las muestras fueron analizadas también para la posicion 581 del gen Pfdhps. Se
secuenciaron todas las muestras Pf001 a Pf022. Todas las muestras y los controles
presentaron la secuencia GCG (Alanina) que esta relacionada con el genotipo wild type
(581A). En los resultados obtenidos con el programa Geneious 6.1.1, no se evidenci6 la
presencia del genotipo mutante 581G (Anexo 9). Los resultados obtenidos para este gen se
resumen en la tabla 14 y en la figura 21. El 100% de las muestras analizadas tuvieron el

genotipo wild type en el gen Pfdhps.

5.4.8 SECUENCIACION DEL GEN Pfindr-1 EN LAS POSICIONES 86, 184,

1042 y 1246.

Las mutaciones en la posicion 86 del gen Pfmmdr-1, estan asociadas con la
resistencia a CQ, en las posiciones 1042 y 1246 se relaciona con la resistencia QN y el

aumento en la susceptibilidad a MQ.

Las muestras de P. falciparum analizadas y el control 3D7 tienen el genotipo wild
type AAT (Asparagina) en la posicion 86 del gen Pfmdr-1, en tanto que el control Dd2
presenta el genotipo mutante TTT (Fenilalanina) (Anexo 10).

En la posicion 184 del gen Pfindr-1 se observd que el genotipo mutante TTT
(Fenilalanina) se encontraba presente en todas las muestras, excepto en la muestra Pf020,

3D7 y Dd2 que tuvieron el genotipo wild type TAT (Tirosina) (Anexo 11).

En las muestras Pf003 a Pf022 se observé la secuencia GAT (Acido Aspartico) lo
que indica un genotipo mutante 1042D. Mientras que, los controles 3D7 y Dd2 presentaron

el genotipo wild type AAT (Asparagina) en la posicion 1042 del gen Pfimdr-1 (Anexo 12).
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Todas las muestras, 3D7 y Dd2, presentaron el genotipo wild type GAT (Acido
Aspartico) en la posicion 1246 del gen Pfmdr-1 (Anexo 13). Los resultados obtenidos se
resumieron en la tabla 15. En la figura 22 se observa que el 100% de las muestras tuvieron
el genotipo wild type en la posicion 86 y 1246, en tanto que en la posicion 1042 el 100%
de las muestras de Ecuador fueron mutantes y en la posicion 184, el 96% de las muestras

tuvieron el genotipo mutante y solo el 4% tuvo el genotipo wild type.

5.5 DETERMINACION DE LOS GENES DE RESISTENCIA EN P. vivax.

En el Ecuador histoéricamente se han presentado un mayor nimero de casos de P.
vivax, que de P. falciparum. En el mundo se han reportado casos de P. vivax resistentes a
CQ. Esto es una preocupacion ya que como se ha visto con P. falciparum la resistencia a
antimalaricos se podria diseminar en todo el mundo. Mutaciones en los genes Pvdhfr y

Pvmdr-1 estan asociadas con la resistencia a antimalaricos.

5.5.1 PCR- RFLP DEL GEN Pvdhfrr EN LA POSICION 117,

Estudios realizados en Pvdhfr han descrito que este parasito tiene una resistencia
innata a pirimetamina, a pesar de que este medicamento no ha sido usado frecuentemente

para controlar al parasito, la resistencia se asocia a la mutacion en la posicionl 17N/T.

El estudio de la posicion 117 del gen Pvdhfr se realizé mediante el uso de una PCR
simple, los productos de esta PCR fueron sometidos a restriccion con la enzima Pvu I1. Los
amplificados que se obtuvieron en la PCR y la restriccion se corrieron en geles de agarosa.

Para el andlisis se uso el siguiente criterio: Las muestras en las que se observo que hubo
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restriccion del fragmento amplificado (una banda de 700 y una banda de 350 pb) presentan
el genotipo wild type 117S y las muestras que no presenten restriccion (banda de 700 pb)

presentan el genotipo mutante 117N/T.

Analizando los pesos moleculares de cada una de las muestras se obtuvieron los
siguientes resultados: Las muestras Pv001, Pv004 y Pv006 presentaron dos bandas, una
banda de 700 pb y una banda de 350 pb se determin6 que tienen el genotipo wild type. En
las muestras Pv002, Pv003, Pv007, se observo una banda de 700 pb y no hubo restriccion,
determinandose que presentan el genotipo mutante S117N. En la muestra Pv005 y el
control SAL-1 no se observo la presencia de bandas, posiblemente no fueron amplificadas
con este protocolo (Figura 23). Los resultados obtenidos para este gen fueron resumidos en
la tabla 16 y en la figura 24. Se observd que el 50% de las muestras presentaron el

genotipo mutante 117N/T y el 50% present6 el genotipo wild type.

5.5.2 PCR DEL GEN Pvmdr-1 EN LA POSICION 976.

La resistencia por parte de P. vivax a CQ aun no ha sido elucidada completamente,
estudios realizados han demostrado que la mutacion en el gen Pvmdr-1 estd relacionada

con la resistencia a esta droga.

El ADN obtenido a partir de las muestras de P. vivax (Pv001 a Pv007) y el control
SAL-1 se corrieron en una PCR semianidada, usando primers especificos que permitieron
amplificar la posicion 976 del gen Pvmdr-1. Con los productos obtenidos en la PCR1 y la
PCR semianidada se corrieron geles de agarosa, donde se visualizd dos bandas: una banda

de 600 pb y una banda de 500 pb (Figura 25), evaluando los pesos moleculares de los
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productos amplificados y el patron de bandas, se puede establecer que estos resultados
indican la presencia del genotipo wild type (976 Y) en todas las muestras y el control SAL-
1. No se observo la presencia del genotipo mutante (976 F) en la posicion 976 del gen
Pvmdr-1. Los resultados encontrados en este gen se han resumido en la tabla 17 y en la
figura 26. Adicionalmente, se observo que el 100% de las muestras presentan un genotipo

wild type.

5.6 DETERMINACION DE GENOTIPOS DE Pfhrp2 y Pfhrp3 en P. falciparum.

El antigeno HRP2 es uno de los mas usados para detectar P. falciparum por pruebas
rapidas. PFHRP2 y PFHRP3 son muy similares en cuanto a funcidon y estructura. Es
importante conocer si estos genes se encuentran en los parasitos estudiados y determinar si

el uso de pruebas rapidas para diagnosticar malaria en el pais es confiable.

5.6.1 AMPLIFICACION DEL GEN Pfhrp2

El gen Pfhrp2 fue amplificado por PCR simple y por PCR semianidada. Se usoé los
primers PFHRP2 (Tabla 8). Todas las muestras de P. falciparum fueron amplificadas para
determinar la presencia o ausencia de este gen. Con los productos obtenidos a partir de la
PCR se corrieron geles de agarosa para constatar la existencia de bandas. Las muestras
Pf003 a Pf025 y el control NF54 amplificaron el gen Pfhrp2, se observd una banda de
aproximadamente 900 pb (Figuras 27A-27D). En la muestra Pf001 se observé una banda
de aproximadamente 300pb. La amplificacion de todas las muestras, nos indica que el gen

Pfhrp2 o parte de este esta presente.
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5.6.2 AMPLIFICACION DEL GEN Pfhrp3

La amplificacion del gen Pfhrp3 se realizd por PCR simple y por PCR
seminanidada. Se amplific6 las muestras Pf001 a Pf025. Con los productos obtenidos de la
PCR se corrieron geles de agarosa. Los resultados presentan el siguiente patron de bandas:
en las muestras Pf001 a Pf023 se observa una sola banda de aproximadamente 700 pb.
Existe una variacion en las muestras Pf024 y Pf025 donde se visualiz6 una banda de
aproximadamente 450 pb (Figuras 28A-28D). Todas las muestras amplificaron para este

gen, por lo que, se corrobord que el gen o parte del mismo esta presente.



60

6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El nimero de muestras obtenidas para este estudio fue bajo, se obtuvo 25 muestras
de P falcuparum de las cuales se excluyd la muestra Pf002 y Pf005 ya que, no
amplificaron en ninguno de los procedimientos realizados. Ademas se obtuvo 7 muestras
de P. vivax (Figura 8). Este hecho se puede asociar con problemas logisticos, ya que,
muchas veces los casos de malaria no son reportados en zonas accesibles, ademas, los
casos son muy esporadicos, no se presentan frecuentemente en una misma localidad.
Debido a que se obtuvo un limitado niimero de muestras no se pudo realizar analisis

estadisticos.

Las muestras de P. falciparum estudiadas en esta investigacion reflejan varios
patrones los cuales estdn asociados con la resistencia a ciertos antimaléricos. Se encontrd
que todas las muestras presentaron el genotipo wild type en la posicion 72 de Pfcrt (Figura
15). En contraste en la posicion 76 de este gen se encontrd la mutacion asociada a la

resistencia a CQ (Figura 16 y 17).

Las muestras también fueron analizadas para Pfdhfr, encontrandose que todas las
muestras tienen un genotipo wild type en las posiciones 51 y 59 (Figura 18). Ademas, se
analiz¢ la posicion 108 (Figura 19 y 20) de este gen, encontrandose que las muestras de la
ciudad de Esmeraldas y las muestras de la provincia del Guayas tienen un genotipo wild
type, en tanto que las muestras que se obtuvieron de la localidad de San Lorenzo
presentaron mutacioén en esta misma posicion, lo cual estd asociado con la resistencia baja
a pirimetamina. Las muestras obtenidas en la ciudad de Esmeraldas presentaron un

genotipo wild type en el gen Pfdhps lo cual estd asociado con la susceptibilidad a
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sulfadoxina. El andlisis de los genes Pfdhfr y Pfdhps (Figura 20 y 21) indican

susceptibilidad a SP.

Las muestras del brote de la ciudad de Esmeraldas se analizaron también para el
gen Pfmdr-1 encontrandose que presentaron mutaciones en las posiciones 184 y 1042, este

genotipo esta asociado con la posible resistencia a QN (Figura 22).

En las muestras de P. vivax analizadas se observd mutaciones en el gen Pvdhfr
(Figura 23 y 24), estas mutaciones estan asociadas con la resistencia a pirimetamina. En
contraste al analizar el gen Pvmdr-1 (Figura 25 y 26) en las muestras de P. vivax se
encontr6 que todas tienen un genotipo wild type el cual estd asociado con Ia
susceptibilidad a CQ. El nimero de muestras analizado de P. vivax es muy bajo por lo cual
no podemos hacer generalizaciones con respecto a la prevalencia de genotipos en

localidades especificas.

Los analisis realizados para determinar la presencia o ausencia de los genes Pfhrp2
y Pfhrp3 mostraron que si hubo amplificacion del gen o parte de este, lo que confirma su
presencia. Ademas, se observo que existen variaciones en Pfhrp2 y Pfhrp3 (Figura 27 y

28).

6.1 DETERMINACION DE LA EFECTIVIDAD DE PCR MULTIPLEX Y PCR

ANIADADA.

El estudio de (Padley et al., 2003) describe la PCR multiplex como un método
simple y rapido para detectar la presencia de Plasmodium y determinar la especie, ademas

que al ser una PCR simple no existe el riesgo de contaminacién cruzada debido a que se
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realiza un solo paso y evita que exista un contacto directo con otros DNA o que exista una
contaminacion entre muestras que previamente se hayan amplificado. Esta PCR puede ser
usada para distinguir una infeccion mixta de una infeccién simple, es por esto que este
método se considerd como una manera eficaz de determinar la especie de Plasmodium que
se encontraba presente en la muestra. Sin embargo, al aplicar este protocolo en varias
muestras, la amplificacion no fue eficiente, por lo que realizé la comparaciéon con otro
método de deteccion de Plasmodium que fue la PCR anidada utilizando el protocolo
descrito por Snounou en 1996. Encontramos que la PCR anidada fue mas efectiva, ya que
este ultimo método amplifico las muestras de 0,0078% a 0,000006% de parasitemia
(Figura 13 y 14), en tanto que la PCR multiplex amplificd solamente diluciones mayores
(1% a 0,00097% de parasitemia) (Figura 12). Se determin6 entonces que la PCR anidada
es mas efectiva que la PCR multiplex debido a que la PCR multiplex amplificé solamente
hasta 0,00097% de parasitemia en tanto, la PCR anidada amplifico hasta 0,00006% de
parasitemia. El método anidado se consider6 como mas efectivo para diagnosticar
P .falciparum, a pesar de que los costos o el tiempo pueden ser mas altos. Este método se
uso para determinar la presencia de Plasmodium en la mayoria de las muestras estudiadas.
Estos resultados, se correlacionan con los encontrados por Mixon-Hayden en el 2010, que
compard tres métodos de deteccion de Plasmodium: PCR anidada, PCR multiplex y PCR
semianidada. Hayden ef al., 2010 determin6 que la PCR multiplex amplificaba solo hasta
concentraciones de 40 parasitos/ pl en tanto que la PCR anidada amplificaba diluciones de
hasta 0,4 parasitos/ pul. La PCR anidada resulté ser muy eficiente para la deteccion de los 4
parasitos que causan malaria humana, sin embargo, este método toma mas tiempo ya que
se deben realizar 5 reacciones para descartar la presencia de los pardsitos. En nuestro

estudio, al igual que en el estudio de Mixon- Hayden concluimos que la PCR anidada es un
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mejor método para diagnosticar malaria que la PCR multiplex (Mixon-Hayden et al.,

2010).

6.2 GENOTIPOS DE RESISTENCIA DE P. falciparum

La resistencia de P. falciparum a ciertos antimalaricos ha sido asociada a
mutaciones puntuales en genes codificantes para proteinas transportadoras, entre otras.
Estas mutaciones alteran la codificacion de las proteinas, al ocurrir el cambio de un
aminoacido por otro en un locus en especifico. Varios genes han sido relacionados con la
resistencia de P. falciparum a varios antimalaricos estos son: Pfcrt, Pfmdr-1, Pfdhfr,
Pfdhps. En este estudio se analizaron muestras de P. falciparum proveniente de la ciudad

de Esmeraldas, San Lorenzo y de la provincia del Guayas.

6.2.1  Pfert (P. falciparum chloroquine resistance transporter)

Mutaciones en el gen Pfcrt han sido asociadas con la resistencia a CQ un
antimalarico muy usado en los afios 60. La funcién de esta droga es interferir con la
polimerizaciéon y la desintoxicacion de moléculas hemo que se han liberado por la
digestion de la hemoglobina (Fidock et al., 2000). Este gen codifica para PFCRT que es
una proteina transmembranal en la vacuola digestiva de Plasmodium, mutaciones
puntuales en pfcrt estan asociadas con la resistencia a CQ. En estudios realizados en
asilados de P. falciparum de Africa, América del Sur y el Sudeste de Asia se observo que
la sustitucion de la treonina (76T) por la lisina (76K) en la posicion 76 (K76T), estaba
presente en todos los aislados resistentes y ausente de todos los aislados sensibles (Djimde

et al., 2001).
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Los resultados obtenidos en este estudio con la técnica de PCR-RFLP corroboran la
presencia de la mutacion 76T en el 100% de las muestras ecuatorianas analizadas (Tabla
13), lo cual determina resistencia a CQ. Estos resultados coinciden con estudios realizados
en América latina donde se observd que esta mutacion se encuentra presente en la mayoria
de aislados de P. falciparum de paises como Colombia, Venezuela, Peri y Brasil, en los
que se reportan casos de resistencia in vitro e in vivo a CQ (Figura 29) (Cortese et al.,
2002).

Mutaciones que alteran los aminoacidos en las posiciones 72 a 76 de pfcrt en
determinadas regiones geograficas han sido asociadas con variaciones en la dispersion
geografica de la resistencia a CQ, lo cual se ha logrado mediante el estudio de haplotipos

de microsatélites que flanquean en estos locus (Mita et al., 2006).

Los resultados encontrados en este estudio utilizando el protocolo de PCR-RFLP
nos muestran un patrén de bandas asociado con la presencia del genotipo wild type 72S en
todas las muestras de P. falciparum (Figuras 15 y 17). Estos resultados estan en
concordancia con los reportes que se tienen en otros paises de América del Sur, como
Colombia y Peru donde el genotipo wild type 72S también se encuentra presente en varias

localidades de la Costa de estos paises (Cortese et al., 2002).

En estudios realizados en Pert se encontrd dos genotipos diferentes de resistencia
en las posiciones 72 - 76 que son CVMNT y SVMNT encontrandose que el haplotipo
CVMNT se distribuye por la Costa y la Amazonia, en tanto que el haplotipo SVMNT se
distribuia en la Amazonia peruana Unicamente (Bacon et al., 2009). Estos datos permiten

suponer al menos dos modelos diferentes de migracion del alelo resistente a la CQ en Perti.
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El linaje costero parece haberse diseminado a partir de la regién colombiana hacia el sur a
través Ecuador y hasta la region costera y la region amazonica. El linaje amazonico se
introdujo tal vez a partir de la Amazonia brasilefia o la Amazonia boliviana (Wootton et
al., 2002), sin embargo se deben realizar mas estudios para confirmar si esta hipdtesis es

cierta.

CVMNT es el haplotipo de Pfcrt que se encontrd en todas las muestras analizadas
en este estudio (Anexo 3), determinandose asi que el genotipo wild type 72S y el genotipo
mutante 76T se encuentran en todas las muestras de Ecuador (Figuras 16 y 17), siendo
considerado como el haplotipo resistente a CQ para la costa del Pacifico. Griffing et al.,
2011 sugieren que este haplotipo podria haberse distribuido desde Ecuador entre los afios
de 1976 y 1980. Nuestros resultados coinciden con esta hipotesis, es asi que se ha visto que

este haplotipo se encunetra distribuido en paises vecinos como Colombia y Peru.

Morales en el 2009 encontr6 el haplotipo CVMNT en muestras obtenidas en la
provincia de Sucumbios confirmando la presencia de la mutaciéon 76T, relacionada con la
resistencia a CQ. El mismo genotipo se encontrd en el aislado ECU1110 colectado en la
Costa de Ecuador aproximadamente en 1990, al igual que muestras peruanas (Cortese et

al., 2002).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio para el gen Pfcrt estan en concordancia
con los estudios realizados en Colombia, Peru, Brasil, Venezuela y Ecuador y confirman la
presencia de la resistencia a CQ en P. falciparum de Ecuador la cual ya ha sido reportada

en estudios clinicos (Hamer et al., 2003).
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6.2.2  Pfdhfr (P. falciparum dihydrofolate reductase)

Las variaciones en la secuencia de la proteina PFDHFR han sido asociadas con la
resistencia al antimalarico pirimimetamina. PFDHFR es el blanco donde va a actuar el
medicamento, al verse alterados varios aminoécidos dentro del gen Pfdhfr, alteran la
correcta codificacion de la proteina, existiendo asi una baja asociacion de la droga y por lo

tanto, una inefectiva accion.

La resistencia de P. falciparum a pirimetamina esta asociada con la acumulacion de
mutaciones en el locus Pfdhfr. La sustitucion S108N es requerida inicialmente para la
adquisicion del fenotipo resistente; en este contexto genético, la resistencia aumenta con la
acumulacion de mutaciones adicionales en la posicion N51I o C59R, y los niveles mas
altos de resistencia se alcanzarian con la adquisiciéon de mutaciones en las posiciones C50R

y [164L (Corredor et al., 2010)

En este estudio se realizaron dos métodos para determinar la existencia de
variaciones en el gen Pfdhfr: PCR-RFLP y secuenciacion. Los resultados obtenidos con
PCR-RFLP reflejaron un genotipo wild type en las posiciones N51, C59 y S108 para casi
todas las muestras (Figuras 18 y 20), con excepcion de las muestras Pf024 y Pf025 de San
Lorenzo en las que el genotipo para la posicion 108 fue 108N (Figuras 19 y 20). La
presencia de este genotipo mutante estd relacionada con bajo nivel de resistencia a
pirimetamina, pero no fue suficiente para determinar una completa inefectividad del

antimaldarico.
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El cambio del residuo de serina en la posicion 108 por un residuo de asparagina
(S108N) es la primera mutaciébn que se presenta, siguiendo consecutivamente con las
mutaciones N51I y C59R, las cuales estdn relacionadas con la resistencia in vitro a
pirimetamina y cicloguanil en Africa y en el Sureste de Asia (Le Bras et al., 2003). Asi
mismo, la sustitucion S108N se encuentra frecuentemente en América del Sur (Basco et

al., 1995).

La secuenciacion se realizo en varias muestras de P. falciparum corroborando la
presencia de los genotipos wild type (108S, SIN y 59C) para todas las muestras analizadas
(Anexos 4, 5y 6). Morales en el 2009 en muestras de la Amazonia ecuatoriana encontr6 la
mutacion 108N en todas las muestras de su estudio, mientras que en nuestro estudio , la
mayoria de muestras no tienen esta mutacion. Esta discrepancia podria deberse a las
diferentes zonas geograficas de estudio, ya que las muestras utilizadas en nuestro estudio
fueron de la Costa ecuatoriana, en tanto que Morales us6 8 muestras de P. falciparum
provenientes de la Amazonia. El aislado ecuatoriano ECU 1110 de la Costa presenta un
genotipo wild type al igual que la mayoria de muestras de este estudio (Cortese et al.,

2002).

Estudios realizados en Perti y Colombia identificaron gran variabilidad en el gen
Pfdhfr. En estos estudios se encontrd el genotipo wild type, asi como también varios
genotipos mutantes, incluido algunos con triple mutacion en el gen Pfdhfr (Figura 30)

(Corredor et al., 2010) (Griffing et al., 2011).
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Las muestras de nuestro estudio analizadas para estas mutaciones provienen de la
ciudad de Esmeraldas indicando que no hay resistencia a pirimetamina en los parasitos de

esta localidad.

6.2.3  Pfdhps (P. falciparum dihydropteroate synthase)

La sulfadoxina es un antimaldrico que se usa en combinacion con pirimetamina
contra Plasmodium. La sulfadoxina tiene como su blanco la proteina DHPS, esta proteina
es muy importante en la sintesis de folatos, por lo que se afecta la division celular y que

conlleve a la muerte del parasito.

Varios estudios realizados han reportado que las mutaciones en el gen pfdhps estan
asociadas con la resistencia a sulfadoxina. La mutacion A437G es la primera mutacion que

aparece en el gen, y es seguida por mutaciones en los codones A581G y K540E (Corredor

et al., 2010).

En este estudio se analizaron las posiciones 437, 540 y 581 en la muestras de P.
falciparum, por el método de secuenciacion para conocer si existian mutaciones es estas
posiciones y poder determinar la presencia de genotipos mutantes que estén relacionados
con la resistencia a sulfadoxina (Anexo 7, 8 y 9). Las muestras analizadas no presentaron
mutaciones en los locus sefialados. Se encontrd la presencia del genotipo wild type en
437A, 581A y 540K (Figura 21). Este resultado indica que no hay resistencia a
sulfadoxina en las muestras analizadas. Para realizar el estudio se obtuvieron muestras

unicamente de la ciudad de Esmeraldas.



69

El estudio realizado por Morales en el 2009 en Sucumbios tuvo resultados muy
parecidos a los encontrados en este estudio ya que, no encontr6 genotipos mutantes en
ninguna de las posiciones ya mencionadas. El aislado ECU 1110 ha sido analizado
previamente, encontrandose que este aislado también presenta una secuencia wild type en

el gen Pfdhps (Cortese et al., 2002).

Estudios realizados en Colombia, encontraron resultados diversos donde se
evidencid la presencia del genotipo wild type el cual se encontraba principalmente
distribuido en la zona Noreste y Sureste del pais, pero también se evidencio la presencia
del genotipo mutante, encontrandose genotipos con una sola mutacion, doble mutacion y
triple mutaciéon que principalmente se encontraban distribuidos por la zona del Orinoco y

la Amazonia colombiana (Figura 31) (Corredor et al., 2010).

En Pertl se encontrd que existen varios genotipos presentes en todo el pais, los
genotipos wild type se encuentran presentes principalmente en zonas como Zarumilla y
Ullpayacu (Norte) en tanto que en zonas como Padre Cocha y Caballococha (Oriente) se
encontré genotipos simple, doble y triple mutantes en el gen Pfdhps (Figura 31) (Griffing
etal., 2011).

Como conclusién nuestros resultados indican sensibilidad a SP en la ciudad de
Esmeraldas, todas las muestras analizadas presentaron un genotipo wild type para los

genes Pfdhps y Pfdhfr.

6.2.4  Pfmdr-1 (P. falciparum multidrug resistance)

Mutaciones en el gen Pfmdr-1 han sido asociadas con una baja respuesta a varios
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antimaléricos como CQ y QN entre otros. Se han descrito cinco mutaciones puntuales en
este gen: N86Y, Y184F, S1034C, N1042D y D1246Y; por ejemplo la mutaciéon N86Y ha
sido asociada con una disminucion en la susceptibilidad a la CQ, ademas, esta mutacion ha

sido identificada con la ineficacia del tratamiento con amodiaquina (AQ) (S4 et al., 2009).

En otros estudios realizados se ha demostrado a través de expresion heterdloga, las
mutaciones en los codones 1034 y 1042 del gen Pfmndr-1 pueden suprimir o reducir el nivel
de resistencia a la mefloquina. Por otra parte, transfecciones con un alelo wild type del gen
Pfmdr-1 en los codones 1034, 1042 y 1246 confieren resistencia a la MQ a los parasitos
sensibles. Sin embargo, estudios previamente realizados mostraron una asociacion entre la
mutacion en el codén 86 y un aumento en la susceptibilidad a los derivados de la MQ,

halofantrina o artemisinina (Wurtz ef al., 2012).

En este estudio se analizaron las posiciones 86, 184, 1042 y 1246 del gen Pfindr-1y
se encontrd que todas las muestras de P. falciparum presentaron el genotipo wild type en
las posiciones 86N y 1246D, en tanto que en las posiciones 184 y 1042, se observo el
genotipo mutante 184F, excepto en las muestra Pf0020 (Anexos 10-13) (Figura 22).
Ademas, se observo el genotipo mutante 1042D en todas las muestras analizadas. El
analisis del aislado ECU 1110 reflejo un genotipo idéntico a los resultados encontrados en
las muestras de este estudio, ya que se encontré mutaciones en las posiciones 184 y 1042
(Sa et al., 2009) al igual que las muestras de falciparum obtenidas en la ciudad de

Esmeraldas (Figura 32).

En estudios realizados en Peru la mutacion 184F también fue reportada. Ademas se

encontro la presencia de los genotipos mutantes 1034C y 1042D, estos genotipos mutantes
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han sido asociados con la resistencia a quinina y la susceptibilidad a mefloquina (Huaman
et al., 2004). Resultados muy similares se encontr6 en Colombia donde la mutacion 86N

no fue reportada y se mantuvo el genotipo wild type (Montoya et al., 2007).

La mayoria de muestras de P. falciparum en este estudio corresponde a la ciudad de
Esmeraldas. Los resultados obtenidos en este estudio para la ciudad de Esmeraldas nos
llevan a la conclusion de que los P. falciparum del brote de la ciudad de Esmeraldas
presentan resistencia a CQ, sensibilidad a SP y posiblemente resistencia QN. Ademas, el
hecho de que los parasitos del brote de Esmeraldas tengan mutaciones idénticas a las
reportadas en ECU 1110 en todos los genes estudiados sugiere que la poblacion de P.
falciparum del brote es el resultado de una expansion clonal de parasitos presentes desde

hace mucho tiempo en Ecuador.

6.3 GENOTIPOS DE RESISTENCIA DE P. vivax

Los primeros reportes de resistencia a CQ por parte de P. vivax se dieron desde los
afios 80 y hasta ahora se ha reportado resistencia en varios paises de Asia y América
Latina. Ademéas P. vivax ha demostrado tener una resistencia innata a sulfadoxina y
pirimetamina. Sin embargo, CQ sigue siendo considerada como un tratamiento de primera
linea para pacientes que hayan sido diagnosticados con P. vivax (Suwanarusk et al., 2007).

En este estudio se utilizaron muestras de las provincias de Guayas, El Oro, Los

Rios y Orellana y se las analizaron para los genes Pvdfr y Pvmdr-1.
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6.3.1 Pvdhfr (P. vivax dyhidrofolate reductase)

Estudios realizados en P. vivax han descrito que este pardsito mantiene una
resistencia innata a pirimetamina, lo que esta asociado con mutaciones que se presentan en
el gen Pvdhfr. Varias posiciones han sido analizadas para determinar la presencia de

secuencias mutantes.

Los estudios moleculares han demostrado que las mutaciones puntuales en los
genes que codifican la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la dihidropteroato sintasa (DHPS)
enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de folato, confieren resistencia a SP,
respectivamente. Hasta ahora, se han descrito més de 20 diferentes alelos para Pvdhfr,
entre estas estan los codones 57, 58, 61, 117 y 173. Se han reportado que mutaciones en

estos codones confieren resistencia clinica a los folatos (Garg et al., 2012).

Mutaciones como la SS58R y la S117N del gen Pvdhfr estan asociadas con una baja
asociacion a pirimetamina y la presencia de una mutacion cuadruple (FS7L, S58R, S117N
and I173L se asocia con la resistencia y la inefectividad del tratamiento con SP (Jovel et

al., 2011).

Los resultados obtenidos en este estudio reflejan que hay una variacion en los
genotipos de P. vivax. Tres de las muestras provenientes de las provincias de Guayas, El
Oro y Los Rios, presentaron el genotipo mutante 117 N/T, mientras tres muestras
provenientes de las provincias de Orellana y Los Rios presentaron el genotipo wild type
117S (Figuras 23 y 24). El limitado numero de muestras obtenidas para este estudio nos ha

impedido obtener resultados concluyentes para todo el pais, y solo se ha podido determinar
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que el genotipo mutante fue hallado dentro de la poblacion ecuatoriana. Estudios
realizados por Morales en el 2009 reportaron que en muestras de la Amazonia se
presentaba con mucha frecuencia el genotipo doble mutante en las posiciones 58 y 117 del
gen Pvdhfr, ademas este estudio cita que estos genotipos mutantes son muy comunes en

paises de América del Sur.

Estudios realizados en Guyana francesa demostraron la total ausencia del genotipo
wild type para el gen Pvdhfr, los investigadores concluyeron que existe una influencia
externa que ha influenciado para la generaciéon de mutaciones en este gen, relacionando
que el uso de medicamentos parecidos a SP podrian estar ejerciendo presion selectiva en la

fijacion de la mutacion (Barnadas ef al., 2009)

6.3.2  Pvmdr-1 (P. vivax multidrug resistance)

Las mutaciones en Pfcrt confieren resistencia a la CQ en P. falciparum (Fidock et
al., 2000), pero en P. vivax el mecanismo de resistencia a CQ todavia no se ha descrito
totalmente. Recientes experimentos han demostrado que la expresion de pvcrt-o (gen
homoélogo de Pfert en P. vivax) en lineas transgénicas de P. falciparum modula la
respuesta a CQ y en Dictyostelium discoideum reduce la acumulacion de CQ
independientemente de la mutacion K76T. Otro estudio sugiere que la mutaciéon Y976F en
el gen Pvmdr-1 esta relacionada con una susceptibilidad reducida a la CQ (Garg et al.,

2012).

En este estudio se analiz6 la posicién 976 y se encontr6d que todas las muestras de P.

vivax mantenian un genotipo wild type 976Y indicando que existe susceptibilidad a CQ
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(Figuras 25 y 26). Estudios realizados en Brasil presentaron que es muy raro el encontrar

genotipos mutados en la posicion 976 del gen Pvmdr-1 (Garg et al., 2012).

6.4 DETERMINACION DE GENOTIPOS DE Pfhrp2 y Pfhrp3

6.4.1 Pfhrp2 (P. falciparum histidine rich protein 2)

Histidine-Rich Protein 2 (HRP-2) es el antigeno de malaria que es usado mas
comunmente para detectar P. falciparum por pruebas rapidas. Es especifico para P.
falciparum y en varios estudios se ha visto que la intensidad en el resultado de la prueba
rapida disminuye con la parasitemia (Wongsrichanalai et al., 2007) y que hay P.
falciparum que carecen de este gen (Baker et al., 2005). Es por esto, que el analisis de la
presencia de este gen en P. falciparum ecuatorianos es muy importante para conocer si €s

factible el uso de pruebas rapidas para diagnosticar malaria en P. falciparum ecuatorianos.

Las muestras de P. falciparum fueron analizadas por PCR para determinar la
presencia de Pfhrp2. Se observo que todas las muestras amplificaron una banda de 900 pb
y solo la muestra Pf001 amplific6 una banda de 300 pb, lo que indica que existe
variabilidad entre las muestras analizadas (Figura 27). Esto coincide con estudios
realizados con muestras obtenidas de varios paises de los cinco continentes, donde la
variabilidad en tamafios de las secuencias de cada muestra fue frecuente. En estudios
realizados con 74 aislados obtenidos en el Suroeste del Pacifico y paises asidticos se
observd que existe una gran variacion en la secuencia de Pfhrp2 y Pfhrp3 (Baker et al.,

2010) por lo que se determinod que este gen es altamente polimorfico. La amplia diversidad
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en la secuencia de Pfhrp2 también proporciona evidencia de que no ha habido una fuerte
seleccion evolutiva para cualquier tipo particular de secuencia (Baker ef al., 2010). La
importancia de conocer la presencia de este gen nos permitiria evaluar cual seria la mejor
forma de diagnosticar malaria y también conocer cual es el grado de efectividad que estan

teniendo las pruebas rapidas.

6.4.2  Pfhrp3 (P. falciparum histidine rich protein 3)

PFHRP3 Histidine-Rich Protein 3, comparte muchas semejanzas con Pfhrp2, tanto
en estructura como en funcidon. Aunque la composicion de histidina de Pfhrp3 es
ligeramente menor que la de Pfhrp2, ambos genes comparten muchas repeticiones ricas en
histidina y alanina. Estas similitudes sugieren que estos dos genes estan relacionados y que
podrian venir a partir de la duplicacion de un gen ancestral (Baker et al., 2010). Hrp3 tiene

reactividad cruzada con Arp2, por lo cual es importante que sea analizado.

El estudio realizado en muestras de P. falciparum, refleja que estas mantienen el
gen Pfhrp3, se observd una banda de 700 pb excepto para las muestras Pf024 y Pf025
donde se observo una banda de 450 pb, lo cual nos demuestra que este gen también tiene
una gran variabilidad en sus secuencias (Figura 28), y podria tener implicaciones en el

diagndstico de malaria por pruebas rapidas.

Los dos genes Pfhrp2 y Pfhrp3 estan ubicados en la zona subtelomérica del
cromosoma, en general los genes ubicados en este region tienen una gran variabilidad en
sus secuencias, los cuales normalmente estdn sujetos a cambios durante los episodios de

recombinacion (Baker ef al., 2010)
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En estudios realizados en Peru se evidencié que el 41% de las muestras de parasitos
de P. falciparum carecian del gen Pfhrp2, 70% carecian del gen Pfhrp3 y que en el 20% de
los parasitos evaluados faltaban los dos genes (Gamboa et al., 2010). En Ecuador se
encontro variaciones en los tamafos de los amplificados, no se evidencio la delecion de los

genes Pfhrp2 ni Pfhrp3.

Las variaciones encontradas en estos genes, pueden estar asociadas con la presencia
de falsos negativos que pueden estar afectando al correcto diagnostico de la malaria. Sin
embrago, tomando en cuenta, el bajo numero de muestras analizadas en este estudio, al
evidenciar que todas las muestras amplificaron los genes o parte de estos, el uso de pruebas
rapidas podria ser relativamente efectivo en el pais. De todos modos, un estudio mas
especifico es necesario para determinar si hrp2 y hrp3 de menor tamafio estdn siendo

expresados y pueden ser reconocidos por pruebas rapidas.

Finalmente, a pesar del limitado nimero de muestras y las dificultades que se
tuvieron para conseguirlas, se han obtenido resultados relevantes, ya que puede servir en
politicas de vigilancia que se mantiene para la enfermedad. Este estudio ha servido para
conocer el estado de resistencia a antimaldricos de pardsitos que estin presentes en
Ecuador, principalmente en la provincia de Esmeraldas. Ademas, los datos obtenidos
pueden contribuir a la definicidén de politicas que ayuden al control de la malaria en el pais.
Este es el estudio de genotipos de resistencia a antimaldricos mas grande que se ha llevado

a cabo en Ecuador.
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7 RECOMENDACIONES

A pesar de que hemos obtenido resultados muy relevantes en las muestras estudiadas, se
recomienda secuenciar todas las muestras que no fueron analizadas por este método, para

confirmar los genotipos que se encontraron por PCR-RFLP.

Se recomienda analizar el uso de otras técnicas de deteccion de Plasmodium como es la
técnica de PET-PCR (Lucchi et al., 2013), realizada por PCR en tiempo real. Estudios
publicados indican que esta técnica es muy confiable, economica en relacion a otros

métodos que usan real time y rapida.

Se recomienda tener un mayor nimero de muestras de diferentes localidades para
complementar los resultados obtenidos en este estudio, ya que el limitado numero de

muestras ha impedido inferir en conclusiones generales que abarquen a todo el Ecuador.

Se recomienda obtener muestras de varias poblaciones lo que nos permitiria realizar
comparaciones entre ellas y determinar si en Ecuador posiblemente existan otros

haplotipos que estén relacionados con la dispersion de la resistencia a antimaldricos.

Se podria usar microsatelites como marcadores, para conocer los linajes de Plasmodium y
saber si pertenecen a un mismo tipo de parasito. Mediante comparaciones relacionar con

linajes de parasitos en paises cercanos.
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Figura 1. Mapa de distribucion de la malaria a nivel mundial. La malaria se encuentra
distribuida en todos los tropicos del mundo. Las areas resaltadas en rojo son las zonas
donde ocurre frecuentemente la transmision de malaria; los lugares resaltados con rosado
son areas con un limitado riesgo de transmision de malaria. Se reportan millones de casos

de malaria anualmente (Modificado de OMS, 2004).
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Figura 2. Mapa de la distribucion de malaria en América Latina segun el indice
parasitario anual (API). América es uno de los continentes afectados por la malaria que
anualmente reporta miles de casos siendo Brasil, Colombia y Peru los paises que reportan
un mayor numero de casos. La malaria se encuentra distribuida en gran parte del territorio
de América Latina afectando a millones de personas cada afio (Modificado de PAHO,

2011).
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium. L.os gametocitos son ingeridos por la hembra
Anopheles mientras ésta se alimenta de sangre de un humano infectado, los gametocitos
emergen de los globulos rojos e infectan el intestino del mosquito, los gametocitos se
fusionan y forman el cigoto, el cual se desarrolla en un ookinete, que atraviesa las paredes
intestinales y crece en un ooquiste. La division del ooquiste forma miles de esporozoitos
que invaden las glandulas salivales del mosquito. Los esporozoitos son transmitidos al
humano cuando el mosquito pica y se alimenta de su sangre. Los esporozoitos viajan hacia
el higado e invaden los hepatocitos. Los parasitos crecen y se dividen dentro de las células
hepaticas hasta formar merozoitos los cuales salen de las células hepaticas e invaden los
globulos rojos en los cuales se desarrollan como trofozoitos y esquizontes, para seguir
invadiendo nuevos globulos rojos como merozoitos, varios pardsitos se transforman en
estadios sexuales como gametocitos los cuales se transmiten a un mosquito (Modificado de

Su et al., 2007).



95

Areas con transmisién de malaria (alto/bajo)

P, falciparum resistente a cloroquina

P, falciparum resistente a sulfadoxina pirimetamina
P, falciparum resistente a mefloquina

P, vivax fracaso del tratamiento con cloroquina
Areas libre de malaria

=-to)r

Figura 4 . Mapa de distribucion mundial de la resistencia a antimalaricos por parte
de P. falciparum y P. vivax. Las zonas resaltadas en azul son las areas donde hay
transmision de malaria. Los sitios que presentan un tridngulo son los lugares donde se ha
reportado casos de P. falciparum resistentes a CQ. Se ha comprobado que la resistencia a
CQ es una de las que tiene una mayor distribucion alrededor de todo el mundo. Los
circulos representan lugares donde se han reportado casos de resistencia a SP. Los sitios
marcados con una estrella representan casos donde se ha reportado resistencia a MQ. Los
sitios que tienen un rectangulo, son lugares donde el tratamiento con CQ para controlar a
P. vivax ha fracasado. La resistencia se encuentra distribuida en todo el mundo afectando a
muchos paises y este es un motivo por el que la malaria sigue manteniéndose como una

enfermedad recurrente (Modificado de WHO, 2004)
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Figura 5. Casos de P. falciparum reportados desde el afio 2008 al 2013 en la ciudad de
Esmeraldas. Los casos de P. falciparum han ido en aumento, es asi, que a partir de
noviembre del 2012 se reportd un nuevo brote de malaria en la ciudad de Esmeraldas,
registrandose hasta el mes de septiembre del 2013, 140 casos causados por P. falciparum

(SNEM, 2013).
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Figura 6. Casos de P. vivax en la ciudad de Esmeraldas desde 2008 a 2013. Como se

observa en la grafica los casos de vivax han ido decreciendo en particular en la ciudad de

Esmeraldas, donde los casos de P. falciparum han ido en aumento y los casos de P. vivax

han decrecido considerablemente, durante el 2013 (enero - agosto) solo se reportaron 2

casos (SNEM, 2013).
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Figura 7. Morfologia de Plasmodium en microscopia utilizando tincion Giemsa. A.
Estadios eritrociticos de P. falciparum. En el frotis o gota gruesa para analizar se observan
estadios como trofozoitos y gametocitos dentro de gldobulos rojos, estos parasitos se tifien
de una coloracion rosada o morada, B. Estadios eritrociticos de P. vivax. Estos parasitos
suelen infectar solo globulos rojos jovenes por lo que en placas de frotis o gota gruesa se
observan células tefiidas de rosado con abundantes puntos citoplasmaticos (modificado de

WHO, 2001).
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Figura 8. Muestras de Plasmodium utilizadas en este estudio en un mapa de
distribucion de Ecuador. Las mayoria de muestras se obtuvieron de la ciudad de
Esmeraldas (N= 21), donde actualmente estd ocurriendo un brote de P. falciparum. Las
otras muestras provienen de la Costa y la Amazonia. Para este estudio se obtuvo un total de
25 muestras de P. falciparum provenientes de la ciudad de Esmeraldas, San Lorenzo y la
provincia del Guayas. Se obtuvieron 7 muestras de P. vivax provenientes de las provincia

del Guayas, El Oro, Los Rios y Orellana (Morabowen y Yumiseva, CIEI, 2013).
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Figura 9. PCR multiplex para determinacion de especie de Plasmodium. (A) Se
observa una banda de 300 pb en la muestra Pv0O1 que identifica a P. vivax, ademas se
observa una banda de 276 pb en la muestra Pf001 que identifica a P. falciparum. (B) Se
visualiza una banda de 276 pb en las muestras Pf003 y Pf004 que identifica a P.

falciparum. NF54 fue usado como control positivo para falciparum.
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Figura 10. PCR anidada para determinacion de especie de Plasmodium. Se observa la
presencia de dos bandas: una banda de 100 pb que identifica a P. vivax y una banda de 200

pb que identifica a P.falciparum, a. PCR1 y b. PCR2.
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Figura 11. PCR anidada para identificacion de especie de Plasmodium. (A) Muestras
Pf006 a Pf012. (B) Muestras Pf013 a Pf020. (C) Muestras Pf021 y Pf022. y (D) Muestras
Pf023 a Pf025. En todas las figuras se observa una banda de 200 pb que identifica a P.
falciparum, por lo que se determind que todas las muestras Pf006 a Pf025 son positivas
para P. falciparum. NF54 fue usado como control positivo de P. falciparum. a. PCR1 de la

muestra 'y b. PCR2.
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Figura 11. Continuacion PCR anidada para identificacion de especie de Plasmodium.
(A) Muestras Pv001 a Pv003. (B) Muestras Pv004 a Pv007. En todas las figuras se observa
una banda de 100 pb que identifica a P. vivax, por lo que se determind que todas las
muestras Pv00l a Pv007 son positivas para P. vivax. SAL-1 fue usado como control

positivo de P. vivax. a. PCR1 de la muestra y b. PCR2.
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Figura 12. PCR multiplex de diluciones de cultivos de P. falciparum (cepa NF54) con
parasitemias de 1% a 0,00097% y con diluciones de 0,0078% a 0,000001% de
parasitemia. Se realiz6 PCR multiplex (A) Se observé la amplificacion de diluciones (1%
a 0,00097%) de parasitemia. (B) Las diluciones de cultivo (0,0078% a 0,000001%), no se

observd bandas en ninguno de los porcentajes de parasitemias.



105

S

R S TIF I & S&S
S & QTS TS &Y
¥ 9 9 9 9 & & 9 S o &L K
SN N N S U U O
200 pb
ab ab ab ab ab ab ab ab ab abab ab
g PP LIFIF IS
S & TS .
Y Q < 9 9 9 9 9 9 & K
SN N M M M A A A U A
200 pb

o
(3

N
N o K
¥ § § §8 8 §8 § 8§ 8 38
SRS IR

200 pb

ab ab ab ab ab ab ab ab ab abab ab

Figura 13. PCR anidada de diluciones de ADN de cultivo de P. falciparum (cepa
NF54) en estadio de anillos (0,0078% a 0,00001% de parasitemia). (A) Diluciones de
ADN de muestras extraidas a partir de sangre completa. (B) Diluciones de ADN de
muestras extraidas a partir de papel filtro Whatman 3MM. (C) Diluciones de ADN de
muestras extraidas a partir de papel filtro Whatman 1MM. Se observa en todas las figuras
que a partir de la dilucion de 0,0078% a la dilucion de 0,00006% de parasitemia, se
encuentra presente una banda de aproximadamente 200 pb, esta banda identifica a P.

falciparum. a. PCR1 y b. PCR2.
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Figura 14. PCR anidada de diluciones de ADN de cultivo de P. falciparum (cepa
NF54) en estadio de esquizontes (0,0078% a 0,00001% de parasitemia). (A) Diluciones
de ADN de muestras extraidas a partir de sangre completa. (B) Diluciones de ADN de
muestras extraidas a partir de papel filtro Whatman 3MM. (C) Diluciones de ADN de
muestras extraidas a partir de papel filtro Whatman 1MM. Se observa en todas las figuras
que a partir de la dilucion de 0,0078% a la dilucion de 0,00006% de parasitemia, se
encuentra presente una banda de aproximadamente 200 pb, esta banda identifica a P.

falciparum. a. PCR1 y b. PCR2.
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Figura 15. PCR-RFLP en la posicion 72 del gen Pfcrt. (A) Muestras Pf001 a Pf007. (B)
Muestras Pf008 a Pf012. (C) Muestras Pf013 a Pf017. Se observa la presencia de dos
bandas: una banda de 55 pb y una banda de 37 pb que identifica al genotipo wild type 72C,
este genotipo estuvo presente en todas las muestras de P. falciparum Pf001 a Pf025 y el

control NF54. a. PCR1. b. PCR2 y c. restriccion con la enzima Mbo 1.
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Figura 15. Continuacion PCR-RFLP en la posicion 72 del gen Pfcrt. (D) Muestras
Pf018 a Pf022 y (E) Muestras Pf023 a P{f025. Se observa la presencia de dos bandas: una
banda de 55 pb y una banda de 37 pb que identifica al genotipo wild type 72C, este
genotipo estuvo presente en todas las muestras de P. falciparum Pf001 a Pf025 y el control

NF54. a. PCR1. b. PCR2 y c. restriccion con la enzima Mbo 1.
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Figura 16. PCR-RFLP de la posicion 76 de Pfcrt. (A) Muestras NF54, W2, D6 y Pf001.
(B) Muestras Pf003 y Pf004. (C) Muestras Pf006 a Pf010. (D) Muestras Pf011 a Pf015.
Las muestras (Pf001 a Pf015), el control W2 , presentan una sola banda tanto en b. como
en c. este patron se asocia con la presencia del genotipo mutante 76T. NF54 y D6 se us6
como control positivo de P.falciparum, se observo una banda de 134 pb en b. y una banda
de 100 pb en c. Este patron de bandas se asocia con la presencia del genotipo wild type

76K. a. PCR. b. PCR2 y c. restriccion con la enzima Apo 1.
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Figura 16. Continuacion PCR-RFLP de la posicion 76 de Pfcrt. (E) Muestras Pf016 a
Pf019. (F) Muestras Pf020 a Pf022 y (G) Muestras Pf023 a Pf025 Las muestras (Pf016 a
Pf025) presentan una sola banda tanto en b. como en c. este patron se asocia con la
presencia del genotipo mutante 76T, NF54 se us6 como control positivo de P.falciparum,
se observé una banda de 134 pb en b.) y una banda de 100 pb en c.), este patrén de bandas
se asocia con la presencia del genotipo wild type 76K. a. PCR. b. PCR2 y c. restriccion con

la enzima Apo 1.
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Figura 17. Mapa de Ecuador con la distribucion geografica de las mutaciones del gen
Pfcrt. (A) Muestras de Pf001 a Pf025. Se observd que todas las muestras analizadas en la
posicion 72 del gen Pfcrt tanto en la provincia de Esmeraldas como en la provincia de
Guayas tuvieron el genotipo wild type 72S. (B) Muestras de Pf001 a Pf025. Se observo
que todas las muestras de P. falciparum tanto en la provincia de Esmeraldas como en la
provincia de Guayas tuvieron el genotipo mutante 76T para este estudio (Morabowen y

Valenzuela, CIEI 2013).
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Figura 18. PCR-RFPL en las posiciones 51 y 59 del gen Pfdhfi. (A) Muestras Pf001 a
Pf004. (B) Muestras Pf006 a Pf008. (C) Muestras Pf009 a Pf0011. Se observo un mismo
patrén de bandas para todas las muestras Pf001 a PfO11 y el control NF54, en c. se
visualizé dos bandas: una banda de 83 pb y una banda de 184 pb, este esquema esta
asociado con la presencia del genotipo wild type S9R. En d. se observo tres bandas: una
banda de 94 pb, una banda de 184 pb y una banda de 515 pb, este patrén estd asociado con
la presencia del genotipo wild type 511. a. PCR1. b. PCR2. c. doble restriccion con las

enzimas Bsr 1y Taq 1y d. doble restriccion con las enzimas Eco R1'y Alu 1
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Figura 18. Continuacion PCR-RFPL en las posiciones 51 y 59 del gen Pfdhfr. (D)
Muestras Pf012 a Pf014. (E) Muestras Pf015 a Pf017. (F) Muestras Pf018 a P{020. Se
observé un mismo patréon de bandas para todas las muestras Pf012 a Pf020 y el control
NF54, en c. se visualizd dos bandas: una banda de 83 pb y una banda de 184 pb, este
esquema esta asociado con la presencia del genotipo wild type S9R. En d. se observé tres
bandas: una banda de 94 pb, una banda de 184 pb y una banda de 515 pb, este patron esta
asociado con la presencia del genotipo wild type 51I. a. PCR1. b. PCR2. c. doble
restriccion con las enzimas Bsr Iy Taq 1y d. doble restriccion con las enzimas Eco Rl y

Alul
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Figura 18. Continuacion PCR-RFPL en las posiciones 51 y 59 del gen Pfdhfr. (G)
Muestras Pf021 a Pf023 y (H) Muestras Pf024 y Pf025. Se observé un mismo patron de
bandas para todas las muestras Pf021 a Pf025 y el control NF54, en c. se visualiz6 dos
bandas: una banda de 83 pb y una banda de 184 pb, este esquema estd asociado con la
presencia del genotipo wild type S9R. En d. se observd tres bandas: una banda de 94 pb,
una banda de 184 pb y una banda de 515 pb, este patrén estd asociado con la presencia del
genotipo wild type 511. a. PCR1. b. PCR2. c. doble restriccion con las enzimas Bsr 1y Taq

Iy d. doble restriccion con las enzimas Eco Rl'y Alu 1
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Figura 19. PCR-RFLP en la posicion 108 del gen Pfdhfr. (A) Muestra Pf001, NF54, y
W2 (B) Muestras Pf003 y Pf004. (C) Muestras Pf006 a Pf009. Todas las muestras tienen el
mismo patrén de bandas que la muestra Pf001 tienen un patrén de bandas de 652 pb y una
banda de 326 pb, este esquema de bandas esta asociado con la presencia del genotipo wild
type 108N. En tanto, en W2 se observa una sola banda de 652 pb, lo cual esta asociado con

el genotipo mutante 108S. a. PCR1. b. PCR2 y c. restriccion con la enzima Alu 1.



116

~

Figura 19. Continuacion PCR-RFLP en la posicion 108 del gen Pfdhfr. (D) Muestras
Pf010 a Pf014 (E) Muestras Pf015 a Pf019 y (F) Muestras Pf020 a Pf022. Todas las
muestras tienen el mismo patrén de bandas que la muestra Pf001. (G) La muestra Pf023
tienen un patrén de bandas de 652 pb y 326 pb. Este esquema de bandas esta asociado con
la presencia del genotipo wild type 108N. En contraste las muestras Pf024 y Pf025
muestran una banda de 652 pb, que esta relacionada con la presencia del genotipo mutante

108S. a. PCR1. b. PCR2 y c. restriccion con la enzima Alu 1.
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Figura 20. Mapa de Ecuador con la distribucion geografica de las mutaciones del gen
Pfdhfr. Las muestras provienen de la ciudad de Esmeraldas, San Lorenzo y la provincia
del Guayas (A) Todas las muestras (Pf003-Pf022) de P. falciparum analizadas para la
posicion 51 de Pfdhfr tuvieron el genotipo wild type. (B) El 100% de las muestras (Pf003-
Pf022) tiene el genotipo wild type en la posicion 59 de Pfdhfr. (C) El 92% de las muestras
tiene el genotipo wild type 108S. En contraste el 8% de las muestras present6 el genotipo
mutante 108N del gen Pfdhfr. Estas muetras fueron tomadas en San Lorenzo (Morabowen

y Valenzuela, CIEI, 2013).
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Figura 21. Mapa de Ecuador con la distribucion geografica de las mutaciones del gen
Pfdhps. (A) Muestras (Pf003-Pf022) analizadas para la posicion 437 de Pfdhps. (B)
Muestras (Pf003-Pf022) analizadas para la posicion 540 de Pfdhps y (C) Muestras (Pf003-
Pf022) analizadas para la posicion 581 de Pfdhps. E1 100% de las muestras tuvieron el
genotipo wild type en las posiciones 437, 540 y 581 del gen Pfdhps. Este genotipo esta
asociado con la susceptibilidad a sulfadoxina en Vuelta larga ubicada en la ciudad de

Esmeraldas, lugar de donde provienen todas las muestras analizadas para este gen

(Morabowen y Valenzuela, CIEI, 2013).
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Figura 22. Mapa de Ecuador con la distribucion geografica de las mutaciones del gen
Pfmdr-1. (A) Posicion 86 de Pfindr-1. El1 100% de las muestras tuvieron un genotipo wild
type en la posicion 86. (B) Posicion 184 de Pfindr-1. El 96% de las muestras tuvieron el
genotipo mutante 184F y el 4% de las muestras tuvieron el genotipo wild type. (C)
Posicion 1042 de Pfmdr-1. El 100% de las muestras tuvieron secuencias mutadas en la
posicion 1042D. (D) Posicion 1246 de Pfindr-1. Todas las muestras analizadas tuvieron el

genotipo wild type en la posicion 1246 (Morabowen y Valenzuela, CIEIL 2013).
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Figura 23. PCR-RFLP en la posicion 117 del gen Pvdhfr. En las muestras Pv001, Pv004
y Pv006 se observd una banda de 700 pb y una banda de 350 pb. Este patron esta
relacionado con el genotipo wild type 117N. En las muestras Pv002, Pv003 y Pv007 se
observa una banda de 700 pb, este esquema estd relacionado con el genotipo mutante

117S. a. PCR. b. Restriccion con la enzima Pvu 11.
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Figura 24. Mapa de Ecuador con la distribucion geografica de las mutaciones en
Pvdhfr. E1 50% de las muestras presentdé mutaciones en el gen Pvdhfr en la posicion
117N/T. Estas muestras provienen de las provincias de Guayas, Los Rios y el Oro, el otro
50% de las muestras tiene el genotipo wild type en esta posicion estas muestras provienen
de las provincias de Orellana y Los Rios. El genotipo mutante esta asociado con la

resistencia a pirimetamina (Morabowen y Valenzuela, CIEIL 2013).
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Figura 25. PCR semianidada en la posicion 976 del gen Pvmdr-1. Todas las muestras
(Pv001 a Pv007) y el control SAL-1 presentan un mismo patréon de bandas, se visualizd
dos bandas una de 600 pb y una banda de 500 pb, que indican la presencia del genotipo

wild type 976Y. a. PCR1. b. PCR semianidada.
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Figura 26. Mapa de Ecuador con la distribucion geografica de las mutaciones del gen
Pvmdr-1. Las muestras provienen de la Costa y la Amazonia ecuatoriana, especificamente
de las provincias de El Oro, Los Rios, Guayas y Orellana. El 100% de las muestras
analizadas mostraron un genotipo wild type en la posicion 976 del gen Pvmdr-1. Este

genotipo se asocia con la sensibilidad a CQ (Morabowen y Valenzuela, CIEIL, 2013).
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Figura 27. PCR del gen Pfhrp2. (A) Pf001, W2 y NF54. Se observé una banda de
aproximadamente 300 pb en la muestra Pf001. En los controles W2 y NF54 se observo una
banda de aproximadamente 900 pb. (B) Muestras Pf003 y Pf004. (C) Muestras Pf006 a
Pf022 y (D) Muestras Pf023 a Pf025. Se visualiz6 una banda de aproximadamente 900 pb
para todas las muestras Pf003 a Pf025 y el control NF54, esto nos permitié determinar que

el gen Pfhrp2 o parte de el estd presente en todas las muestras analizadas.
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Figura 28. PCR del gen Pfhrp3. (A) Pf001, NF54 y W2. (B) Muestras Pf003 y Pf004.
(C) Muestras Pf006 a Pf022. Se visualizd una banda de aproximadamente 700 pb para
todas las muestras y el control NF54 y W2. (D) Se observo la presencia de una banda de
aproximadamente 700 pb para la muestra Pf023 y NF54. En contraste se observo una
banda de aproximadamente 450 pb en las muestras Pf024 y Pf025. Esto nos permitio
determinar que el gen Pfhrp3 o parte de este, estd presente en todas las muestras analizadas

y que existe una gran variabilidad en este gen.
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Figura 29. Mapa de Ecuador, Colombia y Peru con los haplotipos del gen Pfcrt. Cada
haplotipo se ha representado con colores en especifico (circunferencias de mayor
diametro), las circunferencias de menor diametro son la distribucion geografica de los
haplotipos en cada pais. El haplotipo CVMNT se encuentra distribuido en Ecuador, Peru y
Colombia. Peri ademas tiene el haplotipo SVMNT y en tanto que Colombia tiene el
haplotipo CVMET. Todos los datos fueron obtenidos de Griffing et al., 2011, Restrepo et

al., 2008 y Sa et al., 2009. (Imagen por Morabowen y Valenzuela, CIEI, 2013)
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Figura 30. Mapa de Ecuador, Peru y Colombia con los genotipos de Pfdhfr. Las
circunfencias grandes representan los patrones de resistencia, resaltados con colores en
especifico. Las circunferencias pequefias representan la ubicacion geografica dentro de
cada pais. Los tres paises comparten el genotipo wild type y el mutante simple en la
posicion 108 N. Ademas Pert1 y Colombia tienen el genotipo que presenta una doble y el
genotipo triple mutante en las posiciones 51, 59 y 108. Los datos usados en este grafico
provienen de Griffing et al., 2011 y Corredor et al., 2010. (Imagen por Morabowen y

Valenzuela, CIEI 2013)
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Figura 31. Mapa de Ecuador, Peru y Colombia con los genotipos del gen Pfdhps. Las
circunferencias grandes representan los patrones de resistencia, resaltados con colores en
especifico. Las circunferencias pequefias representan la ubicacion geografica dentro de
cada pais. Ecuador, Peri y Colombia comparten el genotipo wild type 437A, 540K y
581A. En tanto que Colombia y Peru tienen el genotipo triple y doble mutante. Estos datos
fueron tomados de Griffing ez al., 2011 y Corredor et al., 2010. (Imagen por Morabowen y

Valenzuela, CIEI, 2013)
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Figura 32. Mapa de Ecuador, Peru y Colombia con los genotipos del gen Pfindr-1. Las
circunferencias grandes representan los patrones de resistencia, resaltados con colores en
especifico. Las circunferencias pequefias representan la ubicacion geografica dentro de
cada pais. El genotipo 86N, 184F, 1042D y 1246Y se encuentra distribuido por Ecuador,
Perti y Colombia. Peru tiene el genotipo 86N, 184F, 1042N y 1246Y. Ademas Peru y
Colombia tienen el genotipo 86N, 184F, 1042D y 1246Y. Estos datos fueron tomados de

Griffing et al., 2011, Restrepo et al., 2008 y Sa et al., 2009. (Imagen por Morabowen y

Valenzuela, CIEI, 2013)
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Tabla 1. Lista de primers utilizados en la determinacion molecular de la especie de

Plasmodium (Padley et al., 2003. Snounou, 1996).

Primer

Secuencia (5°-3")

Pf (P. falciparum
Pm (P. malariae)
Po (P. ovale)

Pv (P. vivax)
Reverse

PLU S

PLU 6

FAL 1

FAL 2

VIV 1

VIV 2

AAC AGA CGG GTA GTC ATG ATT GAG

CGT TAA GAA TAA ACG CCA AGC G

CTGTTCTTT GCA TTC CTT ATG C

CGG CTT GGA AGT CCT TGT

GTA TCT GAT CGT CTT CACTCC C

CCT GTT GCC TTA AACTTC

TTA AAATTG TTG CAG TTA AAA CG

TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA

TAT ATT

ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA

CCC GTC

CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC

TGA TCA

ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG

TCCTTA
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Tabla 2. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pfcrt en la

posicion 72 (University of Maryland, 2012).

Primer

Secuencia (5°-3")

76-A (Forward)
76-B (Reverse)
CRT72 (Forward)

76-D2 (Reverse)

GCGCGCGCATGGCTCACGTTTAGGTGGAG

GGGCCCGGCGGATGTTACAAAACTATAGTTACC

TTTATATTTTAAGTATTATTTATTTAAGTGGA

CAAAACTATAGTTACCAATTTTG
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Tabla 3. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pfcrt en la

posicion 76 (Fidock et al., 2000).

Primer

Secuencia (5°-3")

P1 (Forward)
P2 (Reverse)
D1 (Forward)

D2 (Reverse)

CCGTTAATAATAAATACACGCAG

CGGATGTTACAAAACTATAGTTACG

TGTGCTCATGTGTTTAAACTT

CAAAACTATAGTTACCAATTTTG
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Tabla 4. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pfdhfr en la

posicion 51/59 (Veiga et al., 2006).

Primer

Secuencia (5°-3")

DIF (Forward)
DI1R (Reverse)
D108F (Forward)
D108R (Reverse)
D51/59F (Forward)

D51/59R (Reverse)

ATGATGGAACAAGTCTGCGAC

CTTGATAAACGGAACCTCC

CAAAGAAACTGTGGATAATGTAAATGATATGC

AACAACGGAACCTCCTATAATAAAACATT

CTAGGAAATAAAGGAGTATTACCATGGAAATGGA

CATATTTTGATTCATTCACATATGTTGTAACTGCTC
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Tabla 5. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pfdhfr en la

posicion 108 (Duraisingh ez al., 1998).

Primer

Secuencia (5°-3")

PFDHFR 1 (Forward)
PFDHFR 2 (Reverse)
PDDHFR 3 (Forward)

PFDHFR 4 (Reverse)

TTTATATTTTCTCCTTTTTA

CATTTTATTATTCGTTTTCT

TTTATGATGGAACAAGTCTG

TTACTAGTATATACATCGCTAACAG
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Tabla 6. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pvdhfi (Tjitra et

al., 2002).

Primer Secuencia (5°-3")

PVDHFR 1 (Forward) ATGGAGGACCTTTCAGATGTATT

CCACCTTGCTGTAAACCAAAAAGTCCA
PVDHFR 2 (Reverse)
GAG
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Tabla 7. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pvmdr-1

(Suwanarusk et al., 2007).

Primer

Secuencia (5°-3")

PVMDR-976 (Forward)
PVMDR-976 (Reverse)

PVMDR- 976 internal

GGA TAG TCA TGC CCCAGG ATT G
CAT CAA CTT CCC GGC GTA GC

CGG CTG TAC TGA CCG GAA CGT A
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Tabla 8. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pfhrp2 (Baker et

al., 2005).

Primer

Secuencia (5°-3")

HRP2 F1 (Forward)
HRP2 R1 (Reverse)

HRP2 F2 (Forward)

CAAAGGACTTAATTTAAATAAGAG

AATAAATTTAATGGCGTAGGCA

ATTATTACACGAAACTCAAGCAC
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Tabla 9. Lista de primers para llevar a cabo la amplificacion del gen Pfhrp3 (Baker et

al., 2005).

Primer

Secuencia (5°-3")

HRP3 F1 (Forward)
HRP3 R1 (Reverse)

HRP3 F2 (Forward)

AATGCAAAAGGACTTAATTC

TGGTGTAAGTGATGCGTAGT

AAATAAGAGATTATTACACGAAAG




Tabla 10. Muestras de P. falciparum utilizadas en este estudio.

Codigo de la muestra Provincia Canton Parroquia
Pf001 Guayas Naranjal No se reportd
Pf002 Esmeraldas Golondrinas No se reportd
Pf003 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf004 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf005 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf006 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf007 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf008 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf009 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf010 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
PfO11 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf012 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf013 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf014 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
PfO15 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf016 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf017 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf018 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf019 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf020 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf021 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf022 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf023 Esmeraldas Esmeraldas Vuelta Larga
Pf024 Esmeraldas San Lorenzo San Lorenzo
Pf025 Esmeraldas San Lorenzo San Lorenzo




Tabla 11. Muestras de P. vivax utilizadas en este estudio.

Codigo de la muestra Provincia Canton Parroquia
Pv001 Guayas Naranjito No se reportd
Pv002 El Oro Huaquillas No se reportd
Pv003 Orellana Joya de los Sachas  Joya de los Sachas
Pv004 Orellana Joya de los Sachas  San Sebastian
Alfredo Baquerizo
Pv005 Guayas Jujan
Moreno
Pv006 Los Rios Babahoyo Febres Cordero
Pv007 Los Rios Babahoyo Febres Cordero




142

Tabla 12. Resumen de los resultados obtenidos para el gen Pfcrt en las posiciones 72 y

76 de P. falciparum, se resalta en negrita los genotipos mutantes.

Parasito
Pfert 72 Pfcrt 76

P.falciparum

3D7 728 76K
Dd2 728 76T
P{001 728 76T
P£003 728 76T
P{004 728 76T
P{006 728 76T
P£007 728 76T
P{008 728 76T
P£009 728 76T
P{010 728 76T
PfO11 728 76T
Pf012 728 76T
Pf013 728 76T
Pf014 728 76T
Pf015 728 76T
Pf016 728 76T
Pf017 728 76T
Pf018 728 76T
Pf019 728 76T
P£020 728 76T
Pf021 728 76T
Pf022 728 76T
P1023 728 76T
Pf024 728 76T

Pf025 728 76T
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Tabla 13. Resumen de resultados obtenidos para el gen Pfdhfr en las posiciones 51, 59

y 108 de P. falciparum, se resalta en negrita los genotipos mutantes..

Parasito
Pfdhfr 51 Pfdhfir 59 Pfdhfr 108

P.falciparum

3D7 51N 59C 108S
Dd2 511 59R 108N
P{001 51N 59C 108S
P£003 51N 59C 108S
P{004 51N 59C 108S
P£006 51N 59C 108S
P{007 51N 59C 108S
P{008 51N 59C 108S
P£009 51N 59C 108S
P{010 51N 59C 108S
PfO11 51N 59C 108S
Pf012 51N 59C 108S
Pf013 51N 59C 108S
Pf014 51N 59C 108S
Pf015 51N 59C 108S
Pf016 51N 59C 108S
P{017 51N 59C 108S
Pf018 51N 59C 108S
Pf019 51N 59C 108S
P£020 51N 59C 108S
Pf021 51N 59C 108S
Pf022 51N 59C 108S
P{023 51N 59C 108S
Pf024 51N 59C 108N
P£025 51N 59C 108N
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Tabla 14. Resumen de resultados obtenidos para el gen Pfdhps en las posiciones 437,

540 y 581 de P. falciparum, se resalta en negrita los genotipos mutantes.

Parasito
Pfdhfir 437 Pfdhfr 540 Pfdhfr 581

P.falciparum

3D7 437G 540K 581A
Dd2 437G 540K 581A
P{003 437A 540K 581A
P{004 437A 540K 581A
P£006 437A 540K 581A
P{007 437A 540K 581A
P{008 437A 540K 581A
P£009 437A 540K 581A
P{010 437A 540K 581A
PfO11 437A 540K 581A
Pf012 437A 540K 581A
Pf013 437A 540K 581A
Pf014 437A 540K 581A
Pf015 437A 540K 581A
Pf016 437A 540K 581A
Pf017 437A 540K 581A
Pf018 437A 540K 581A
Pf019 437A 540K 581A
P£020 437A 540K 581A
Pf021 437A 540K 581A
Pf022 437A 540K 581A
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Tabla 15. Resumen de resultados obtenidos para el gen Pfindr-1 en las posiciones 86,

184, 1042 y 1246 de P. falciparum, se resalta en negrita los genotipos mutantes.

Parasito
Pfmdr-1 86 Pfindr-1 184 Pfimdr-1 1042 Pfindr-1 1246

P.falciparum

3D7 86N 184Y 1042N 1246D
Dd2 86F 184Y 1042N 1246D
P{003 86N 184F 1042D 1246D
P{f004 86N 184F 1042D 1246D
P£006 86N 184F 1042D 1246D
P{007 86N 184F 1042D 1246D
P{008 86N 184F 1042D 1246D
P£009 86N 184F 1042D 1246D
P{010 86N 184F 1042D 1246D
Pf011 86N 184F 1042D 1246D
Pf012 86N 184F 1042D 1246D
Pf013 86N 184F 1042D 1246D
Pf014 86N 184F 1042D 1246D
Pf015 86N 184F 1042D 1246D
Pf016 86N 184F 1042D 1246D
Pf017 86N 184F 1042D 1246D
Pf018 86N 184F 1042D 1246D
Pf019 86N 184F 1042D 1246D
P£020 86N 184Y 1042D 1246D
Pf021 86N 184F 1042D 1246D

Pf022 86N 184F 1042D 1246D
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Tabla 16. Resumen de resultados obtenidos para el gen Pvdhfr en la posicion 117 de

P. vivax, se resalta en negrita los genotipos mutantes.

Parasito

P.vivax

Pvdhfi 117

Sal -1

Pv001

Pv002

Pv003

Pv004

Pv005

Pv006

Pv007

No amplifico
117N/T
117N/T
1178

1178

No amplifico
1178

117N/T
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Tabla 17. Resumen de resultados obtenidos para el gen Pvmmdr-1 en la posicion 976 de

P. vivax.

Parasito
Pymdr-1976

P.vivax

Sal -1 976Y

Pv001 976Y

Pv002 976Y

Pv003 976Y

Pv004 976Y

Pv005 976Y

Pv006 976Y

Pv007 976Y
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Anexo 1. Consentimiento informado que se uso para la toma de muestras de las

personas que participaron en el estudio.

Formulario de Consentimiento Informado.
Parte 1. CLINICA. Informacion para el paciente sano y el paciente con enfermedad
activa

Responsables: Dr. Fabian Sdenz y Dr. Enrique Castro Saavedra

Organizacion: Ministerio de Salud Publica del Ecuador — SNEM y Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador

Investigacion sobre la malaria en Ecuador

Introduccion: El Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIEI) de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) se encuentra realizando trabajos de
investigacion sobre la malaria en el Ecuador y deseamos invitarle a participar en esta
investigacion. Antes de decidir participar o no, usted puede consultar con alguien mas
sobre su participacion. Vamos a leer este documento que tiene los detalles sobre la
investigacion, sin embargo, si hay alguna palabra que no entienda, por favor, inférmenos
para poder explicarle. Usted puede realizar preguntas en cualquier momento.

Proposito del proyecto: La Malaria es una enfermedad que afecta a mucha gente en
Ecuador. Este proyecto de investigacion quiere saber si hay esta enfermedad en su
comunidad y porqué. Pedimos su ayuda voluntaria. Su participacién ayudara a obtener
informacion valiosa que ayudard a disefiar maneras de controlar y prevenir esta
enfermedad.

Tipo de Intervencién: Esta investigacion incluird responder una encuesta con informacion
general sobre conocimientos de la enfermedad y la toma de sangre del dedo o de la vena.
Seleccion de participantes: Esta es una investigacidon que se realizard en toda la
comunidad, por lo tanto no se necesita requisitos especiales para su participacion.
Participacion voluntaria: Usted puede elegir libremente participar o no participar en
absoluto en este proyecto de investigacion. Si usted no desea participar o se retira del
estudio no habra ninguna consecuencia y no perdera ninguno de los beneficios de atencion
de salud que existen normalmente. Para que usted pueda participar en este proyecto, es
necesario que usted entienda lo que se vamos a necesitar. Si acepta colaborar
voluntariamente con nosotros, debe firmar (o poner su huella digital) en la linea disponible
abajo en este formulario.

Usted puede dejar de participar en este proyecto en cualquier momento sin necesidad de
dar ninguna explicacion. De igual manera, los investigadores pueden terminar su
participacion en el mismo. Si éste es el caso, usted serd notificado. No hay costo por
participar en esta investigacion. Si usted tiene dudas sobre la investigacion o sobre sus
derechos en este proyecto de investigacion, por favor pregunte al entrevistador o contacte
a las personas nombradas abajo.

Procedimientos: Un encuestador le pedira que responda ciertas preguntas sobre su
conocimiento de malaria. Ademads, personal entrenado tomara muestras de sangre. Las
muestras de sangre se tomaran una o dos veces mediante un pinchazo en el dedo, con una
lanceta, para obtener 10 gotas de sangre. Es posible que se solicite una muestra mas grande
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de sangre para llevar a cabo estudios mas detallados, esta vez la sangre serd tomada del
brazo usando una jeringa para obtener entre 3 y 10 ml de sangre (entre 1 y 3 cucharaditas).
Estas muestras seran examinadas por los médicos, de encontrarse que usted requiere
tratamiento médico, sera referido a las unidades del Ministerio de Salud.

Investigacion: La investigacion utilizara parte de la informacion clinica y parte de las
muestras de sangre sin que estos tengan referencia a su nombre. A sus muestras e
informacion privada se le asignard un codigo. Esta informacién sera utilizada para estudiar
las enfermedades en su comunidad y respuesta a medicamentos y como éstas se relacionan
con los factores de riesgo a los cuales usted puede estar expuesto. Usted no serad
identificado por nombre en ningin informe publicado ni en presentaciones de los
resultados. Las muestras, sin conexion con su nombre serdn almacenadas en refrigeracion
o congelacion y podran ser utilizadas en el futuro para otros estudios como el cultivo de
parasitos obtenidos de su sangre para determinar si hay resistencia a medicamentos, asi
como estudios de la biologia de parésito, previa aprobacidn por parte de un comité de ética.
Confidencialidad: Toda la informacion que usted proporcione serd mantenida
confidencialmente y utilizada solamente para propdsitos de la investigacion sin conexion a
su nombre. Los resultados generales, seran compartidos con el Ministerio de Salud
Publica del Ecuador y su comunidad.

Riesgos: Los riesgos potenciales asociados a su participacion son las molestias al sacar la
sangre. La toma de muestras de sangre sera realizada por profesionales debidamente
entrenados, utilizando agujas y lancetas nuevas, siguiendo normas internacionales, lo que
reducira la posibilidad de molestias por la toma de sangre.

Beneficios: Los beneficios potenciales de su participacion incluyen un incremento en el
conocimiento sobre la prevencion de enfermedades tropicales y la futura implementacion
de estrategias de control e intervencion, que tienen el potencial de mejorar la salud de su
comunidad.

Compensaciones: No existe compensacion financiera por su participacion en el estudio.
Declaracion general de consentimiento: “Al firmar (o poner mi huella digital) abajo,
declaro que los investigadores a cargo de este proyecto me han explicado los propdsitos y
los beneficios y riesgos de la investigacion, y que los he entendido plenamente. Entiendo
claramente que no hay compensacion monetaria por mi participacion de parte de la PUCE,
ni de las otras instituciones implicadas, y/o de sus empleados, y que en caso de alguna
lesion que pudiese sufrir por mi participacion en esta investigacion, se buscaran las
prestaciones médicas necesarias sin costo para mi a través de las unidades del Ministerio
de Salud”. Al firmar (o poner mi huella digital) abajo declaro que entiendo el alcance y los
objetivos del Proyecto, y estoy dispuesto a participar voluntariamente”.

Nombre del participante:

Firma (o huella digital) del participante o su representante legal.
Fecha: de  del 201

He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de
consentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido Ia
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento
libremente.

Nombre del testigo:

Firma del testigo (en caso de analfabetismo) Fecha: de
del 201
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Declaracion de asentimiento (para menores entre 12 y 18 afios de edad)

Yo, , tengo  afos de edad, entiendo los objetivos de esta
investigacion y que es lo que se espera de mi. Por lo tanto acepto participar
voluntariamente.

Firma, del menor) - Fecha: de  del 201

Nombre del investigador/asistente:

Firma del investigador/asistente: Fecha: de
del 201
Ha sido proporcionado, al participante, una copia de este documento _(iniciales

del investigador/asistente)

Personas a contactar: Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica
de la PUCE, que es un comité cuya tarea es asegurarse de que se protege de dafios a los
participantes en la investigacion. Si usted tiene preguntas sobre esta investigacién por
favor comuniquese con el Dr. Fabidn Sdenz o con la Dra. Sofia Ocafia, CIEI Universidad
Catolica del Ecuador. Ave. 12 de Octubre 1076 y Roca. Tel. (02) 299 1700 ext. 2272 6
2271. Fax. (02) 299 1689 Email: fsaenz213@puce.edu.ec o sbocana@puce.edu.ec.

Si tiene preguntas sobre sus derechos como participante en esta investigacion comuniquese
con el Dr. Arturo Donoso, Comité de Etica, Universidad Catélica del Ecuador Ave. 12 de
Octubre 1076 y Roca. Tel. (02) 299 1533 ext. . Fax. 02 299 1656 Email:

ajdonoso@puce.edu.ec.

Calle 10ma. Y Av. 6ta. frente a Cdla. Naval Norte
Teléfonos: 593 (4) 392217 — 397551 — 284130 ext.: 125

snem@msp.gob.ec
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Anexo 2. Preparacion de geles de Agarosa

la. Tris acido borico EDTA (TBE) 10X (1000 ml)

Reactivos Cantidad
Tris Base 108 g
Acido Boérico 55 ¢
EDTA 93¢

Aforar a 1 L con agua destilada ultra pura

1b. Preparacion de gel de agarosa

Reactivos Cantidad

Agarosa 29

Diluir en 100 ml de TBE 1X
Calentar en horno microondas hasta que se diluya

Aun tibio verter sobre la cadmara de electroforesis
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Anexo 3. Resultados obtenidos en el analisis de las posiciones 72 - 76 del gen Pfcrt. En
la figura podemos visualizar la secuencia de las muestras de P. falciparum (Pf003 a Pf022)
y los controles 3D7 y Dd2. Todas las muestras tienen el genotipo (TGT) en la posicion 72
del gen Pfcrt. En la posicion 76 del gen Pfcrt se observa la presencia del genotipo (ACA)
en todas las muestras y el control Dd2 este genotipo esta asociado con la resistencia a CQ.

El genotipo wild type (AAA) se observo en el control 3D7 (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 4. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 51 del gen Pfdhfr. Se puede
observar las secuencias la muestra Pf003 a Pf022 de P. falciparum. Todas las muestras y el
control 3D7 tienen el genotipo (AAT). Este genotipo se asocia con la susceptibilidad a

pirimetamina. El control Dd2 tuvo el genotipo (ATT) (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 5. Resultados obtenidos del anilisis en la posicion 59 del gen Pfdhfr. En la
figura se observéd que las muestras (Pf003 a Pf022) y el control 3D7 tuvieron el genotipo
wild type (TGT) asociado con la susceptibilidad a la pirimetamina. El control Dd2 tuvo el

genotipo (CGT) (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 6. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 108 del gen Pfdhfr. Se
visualiza que Pf003 a Pf022 y el control 3D7, presentan el genotipo (AGC) asociado con la
susceptibilidad a pirimetamina, el control Dd2 tuvo el genotipo (AAC) (Geneious 6.1.6,

2012).
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Anexo 7. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 437 del gen Pfdhps. Se
observa las secuencias de las muestras de P. falciparum. En las muestra Pf003 a Pf022 se
observa el genotipo (CGT) relacionado con la susceptibilidad a sulfadoxina, en el control

3D7 y Dd2 se visualiza el genotipo (GGT) (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 8. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 540 del gen Pfdhps. La
figura nos muestra las secuencias todas las muestras analizadas. 3D7 y Dd2 tuvieron el
genotipo (AAA). Este genotipo esta ligado con la susceptibilidad a sulfadoxina, la cual esta
presente en la ciudad de Esmeraldas, lugar de donde provienen las muestras (Geneious
6.1.6,2012).
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Anexo 9. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 581 del gen Pfdhps. En esta
figura se observan las secuencias de las muestras de P. falciparum. Todas las muestras,
3D7 y Dd2 tuvieron el genotipo (GCG). Se observo el genotipo wild type lo que esta

relacionado con la susceptibilidad a sulfadoxina (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 10. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 86 del gen Pfindr-1. Se
observa en esta figura las secuencias de las muestras de P. falciparum analizadas. La
muestra Pf003 a Pf022 y el control 3D7 tuvieron el genotipo (AAT) y el control Dd2 tuvo

el genotipo (TTT) (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 11. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 184 del gen Pfmdr-1. En
esta figura se observa las secuencias la muestra Pf003 a Pf022. El control 3D7, las
muestras Pf003 a Pf019, Pf021 y Pf022 tuvieron el genotipo (TTT). El control Dd2 y la
muestra Pf020 tuvieron el genotipo (TAT) el cual podria estar asociado con la resistencia a

QN (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 12. Resultados obtenidos en el analisis del gen Pfimdr-1en la posicion 1042. Se
observa las secuencias de las muestras de P. falciparum, las muestras Pf003 a Pf022
tuvieron el genotipo (GAT) el cual podria estar asociado con la resistencia a QN, los

controles 3D7 y Dd2 tuvieron el genotipo (AAT) (Geneious 6.1.6, 2012).
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Anexo 13. Resultados obtenidos en el analisis de la posicion 1246 del gen Pfindr-1. Se
observa las muestras Pf003 a Pf022. Todas las muestras tienen el genotipo (GAT). Los
controles 3D7 y Dd2 también tienen el genotipo (GAT). Las muestras y controles

presentaron el genotipo wild type en todas las muestras secuenciadas (Geneious 6.1.6,

2012).
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