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RESUMEN:

Plasmodium vivax es la especie causante de malaria con mayor distribuciéon a
nivel mundial, produciendo una significativa morbilidad en todo el mundo. En la
Costa Norte del Peru el numero de casos de malaria producidos por P. vivax
han aumentado constantemente en los Ultimos afios, a pesar de una
disminucién sostenida de casos a nivel nacional. Para un mejor entendimiento
de la dinAmica de transmision poblacional de P. vivax presente en la Costa
Norte Peruana y la Amazonia Ecuatoriana, en el presente estudio se determiné
la variabilidad genética y estructura poblacional de P. vivax provenientes de
estas dos regiones.

Ciento cincuenta muestras de sangre o suero de pacientes infectados con P.
vivax, 95 provenientes de la Costa Norte del Pert (58 de Piura 'y 37 de Tumbes
muestras de sangre colectadas entre 2008-2010) y 55 muestras de suero
provenientes de la Selva de Ecuador-Puyo colectadas entre 2001-2004, fueron
evaluadas mediante el analisis de 6 marcadores microsatélites polimorficos
neutrales. La variabilidad genética fue determinada mediante la identificacion de
haplotipos y el calculo del indice de Heterocigocidad esperada (He). La
estructura poblacional se determinG mediante un analisis bayesiano de
inferencia de poblaciones.

Se observo una variabilidad genética muy baja en la Costa Norte del Perd. En
Piura se identificé un alelo por locus, un solo haplotipo y He=0. En Tumbes se
identifico de 1-3 alelos por locus, 3 haplotipos y He=0.30-0.32. En contraste con

lo hallado en la Costa Norte del Perd, en la Amazonia de Ecuador (Puyo) se



observd una alta variabilidad genética, 4-6 alelos por locus, 15 haplotipos y
He=0.43-0.70 por locus.

El andlisis de estructura poblacional revel6 3 poblaciones distintas entre si, una
poblacion en Piura, una segunda poblacién en Tumbes y una tercera poblacion
en Puyo. También se observo una sub-poblacion en la localidad de Tumbes, la
cual represento el 14% de las muestras de Tumbes, esta sub-poblacion
presentd un haplotipo idéntico al encontrado en la localidad de Piura, esto
sugiere la existencia de un flujo poblacional unidireccional de Piura a Tumbes.
Por otro lado, en Tumbes se observé un haplotipo colectado en el afio 2008 con
alta similaridad a los encontrados en Puyo (en el afio 2003), este caso seria
importado de la selva de Ecuador. No se observo haplotipos comunes entre
Piura y Puyo, esto indica una ausencia de flujo poblacional de P. vivax entre
estas 2 regiones.

El presente estudio proporciona informacién relevante sobre los patrones de
transmisién entre las zonas de la Costa Norte del Peri y la Amazonia
Ecuatoriana. En futuros estudios para un mejor entendimiento de la dinamica
poblacional y transmisién de poblaciones de P. vivax, se deberian incluir
poblaciones de P. vivax provenientes de la region de la Costa Sur de Ecuador
con la finalidad de identificar posibles nuevas rutas de flujo poblacional entre

estos 2 paises.



ABSTRACT:

Plasmodium vivax is the most widespread malaria parasite causing signific
morbidity worldwide. In the Peruvian North Coast, the number of P. vivax
malaria cases has steadily increased over the last few years despite a
significant decline in the number of cases in Peru. To understand the
transmission dynamics of P. vivax populations between the Peruvian North
Coast and the neighboring Ecuadorian Amazon, we studied the genetic diversity
and population structure of P. vivax isolated in those areas.

One hundred fifty blood or serum samples, comprising 95 Peruvian North Coast
(58 from Piura and 37 from Tumbes, blood samples collected from 2008 to
2010) and 55 Ecuadorian Amazon (from Puyo, serum samples collected
between 2001 to 2004) were assessed by 6 polymorphic neutral microsatellite
markers. Genetic variability was determined by the haplotype frequency and
expected heterozygosity (He). Population structure was assessed by Bayesian
inference cluster analysis.

We found very low genetic diversity in Peruvian North Coast, with a single allele
per locus, one haplotype and He=0 per locus in Piura; and 1-3 alleles per locus,
3 haplotypes and He=0.30-0.32 per locus in Tumbes. In contrast, high genetic
diversity was observed in Ecuadorian Amazon, with 4-6 alleles per locus, 15
different haplotypes and He=0.43-0.70 per locus.

Population structure analysis revealed three distinct populations correlating with
each geographic location. Five out 37 (14%) isolates from Tumbes collected
from 2008 to 2009 had an identical haplotype to that found in Piura, suggesting

unidirectional gene flow from Piura to Tumbes (100 Km apart).



In addition, one haplotype collected in 2008 in Tumbes showed high similarity to
a haplotype found in 2003 in Puyo, which was likely an imported case from the
Ecuadorian Amazon. No shared haplotypes between Piura and Puyo was
observed (350 Km apart), indicating little population flow between these two
areas.

Our study provides important information on the transmission patterns between
the North Coastal areas of Peru and the Ecuadorian Amazon. Future studies
should include isolates from the South Coastal region of Ecuador in order to
identify other routes dissemination of P. vivax populations between the North

Coast of Peru and Ecuador.



)INTRODUCCION:

1.1 La Malaria:

1.1.1 Enfermedad y manifestaciones clinicas:

La Malaria es una enfermedad parasitaria endémica de lugares con
ecosistemas tropicales y subtropicales. Es causada por parasitos protozoarios
del genero Plasmodium, existen cinco especies del genero Plasmodium
causantes de malaria en humanos a nivel mundial (P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, P. ovale y P. Knowlesi), siendo P. falciparum y P. vivax las especies
asociadas a mas casos de morbilidad y mortalidad.*

La Malaria causada por la infeccion de P. vivax tiene un tiempo de incubacion
en el huésped de 13 dias aproximadamente, este tiempo de incubacion varia
dependiendo del tipo de cepa y de la respuesta inmunoldgica del huésped. La
primera infeccion puede manifestarse de un cuadro clinico moderado a
severo.?

Los sintomas causados por la infeccion de P. vivax son: dolor de cabeza,
fiebre, dolor corporal, nauseas, sudoracion constante, agrandamiento del bazo
y/o del higado. La periodicidad de los ataques de fiebre es de 48 horas, el
tiempo de duracion de estos ataques de fiebre estan entre 8 y 12 horas. Estos
sintomas dependen del desarrollo del parasito en los eritrocitos y la posterior
destruccion de los eritrocitos; las citoquinas y moléculas de adhesion juegan un
rol importante en la fisiopatologia de la malaria. 234

Los cuadros de anemia son usualmente normocrémica y normocitica siendo de

moderadas a severas. Otros cuadros clinicos como neutropenia,



trombocitopenia, linfopenia y monocitocis pueden ocurrir en el transcurso de la

enfermedad.®

1.1.2 Epidemiologia de la Malaria en el mundo:

La incidencia de Malaria estd estimada entre 300-500 millones de casos
clinicos anuales a nivel mundial, los casos mortales mayormente son
producidos por P. falciparum.®

P. vivax es la segunda especie de Plasmodium causante de malaria en
humanos a nivel mundial, es responsable de menos casos de mortalidad
comparado con P. falciparum, debido a su menor virulencia. P. vivax causa una
considerable morbilidad particularmente en nifios y ancianos, produciendo un
significativo dafio social y econdmico. P. vivax es la especie de Malaria con
mayor distribucion geogréafica en el mundo, produciendo un riesgo de infeccion
a casi el 40% de la poblacién mundial. El nimero de casos clinicos reportados
son entre 70 y 80 millones por afio a nivel mundial, siendo de mayor
prevalencia en zonas del Sur-este de Asia y Oeste del pacifico. %78

Los casos severos de malaria comunmente ocurren a causa de la infeccién por
P. falciparum, este cuadro clinico es caracterizado por serias fallas y
anormalidades en el funcionamiento de o6rganos y del metabolismo del
paciente, logrando en algunos casos la muertes del individuo.

En la dltima década se han reportado casos de malaria severa causada por P.
vivax. En el afio 2003 en la Varanasi-India se reportaron casos de malaria
severa por P. vivax, produciéndose cuadros clinicos caracterizados por falla
renal en los pacientes. En el afio 2005 también se reportaron 11 casos de

malaria severa, en Bikaner-India, cuyas manifestaciones clinicas incluyeron
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anemia cerebral, ictericia e insuficiencia renal. Dos de estos pacientes
fallecieron, se realizaron pruebas diagnosticas para descartar la co-infeccion

con P. falciparum; pero solo se logr6 identificar P. vivax en estos pacientes.*6:47

En Latinoamérica aproximadamente el 80% de casos de malaria reportados son
a causa de P. vivax, anualmente se reportan 8 millones de nuevos casos.%’

En los paises de la Regién Andina de Sudamérica como Venezuela, Colombia,
Ecuador, Bolivia y Peru, se observaron diferentes perfiles epidemiolégicos de
malaria. En casos como el Ecuador se observo una disminucion progresiva del
90% en los casos de Malaria reportados entre los afios 2000 y 2010. En
Venezuela se observd un aumento del 35% de casos de Malaria entre el 2000 y
2007. Estas diferencias en el numero de casos reportados se deben a las
caracteristicas geogréficas, climéaticas, programas de salud y Vvigilancia

epidemioldgica propia de cada pais.®

1.1.3 Epidemiologia de la Malaria en el Peru:

La Malaria es una enfermedad endémica en el Perd, esta enfermedad
parasitaria se caracteriza por ser ciclica, estacional y estar asociada geografica
y ecolégicamente a zonas tropicales como la Amazonia, y desérticas como la
Costa Norte del Peru. ElI 30% de la poblacion del Peru se encuentra en riesgo
de contraer malaria. Las areas geograficas en las cuales se desarrolla la
transmision de la malaria son la Cuenca Amazobnica, los Valles Interandinos
(hasta los 2200 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.)) y los Valles de la

Costa Norte, principalmente en las Provincias de Tumbes y Piura.'®
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La situacion epidemiolégica de la malaria en el Peru ha pasado por diversas
etapas. En la primera mitad de siglo XX la politica de manejo de la malaria en el
Peru tuvo como objetivos principales, en su plan epidemioldgico de lucha contra
la malaria, proporcionar tratamiento a todas las personas infectadas con malaria
conjuntamente con la eliminacion de vectores de malaria principalmente en las
zonas consideradas con mayor riesgo de infeccion para la poblacion. Los
pacientes recibieron medicamentos antimalaricos como Quinina y Atebrina.
También se ejecutaron medidas de saneamiento medio-ambientales tales como
la disminucion de la vegetacion acuética en zonas cercanas a las comunidades,
alteraciéon del pH del agua y la introduccion organismos bioldégicos como
hongos, bacterias y protozoarios con la finalidad de controlar la poblacion de
larvas de los vectores anofelinos de la malaria.*?

En la segunda mitad del siglo XX la malaria fue la primera causa de morbilidad
en el Perq, en el afio 1956, se estimo6 que las pérdidas econdmicas producidas
por malaria ascendieron a mas de 60 millones de dolares. El area de
distribuciéon de malaria alcanzo el 75% del territorio nacional, incluyendo todas
las zonas de la Selva Alta y Selva Baja, los Valles de la Costa Norte hasta los
2000 m.s.n.m. y los Valles Interandinos por debajo de los 2200 m.s.n.m. Debido
a estas caracteristicas epidemioldgicas en el Perq, entre los afios 1950 y 1970
se dio inici6 al Programa Nacional de Erradicacion de Malaria, teniendo como
objetivos principales la realizacion de campafias de erradicacion del vector que
consistieron en la formacion de brigadas de fumigacion, las cuales visitaron las
zonas de mayor riesgo de infeccion de malaria en las cuales se presentaban
una gran cantidad de vectores anofelinos. Se rociaron grandes cantidades de

Diclorodifeniltricloroetano (DDT) y se trataron a los individuos infectados con
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malaria con los medicamentos antimalaricos Quinina y Cloroquina. A finales de
1970 el &rea infectada se redujo en un 86% Yy la poblacion en riesgo de adquirir
malaria se redujo en un 97%, de esta forma se disminuyeron exitosamente las
areas de distribucion de malaria, quedando muy pocas zonas con infeccion
constante por malaria.'!

Entre 1970 y 1990 el Programa Nacional de Erradicacion de la Malaria tuvo un
deterioro progresivo, debido a los cambios en las politicas de salud por parte
del Gobierno y el retiro de instituciones no Gubernamentales como el Fondo
Internacional de Emergencia de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF)
las cuales apoyaban economica y logisticamente en la lucha contra la malaria.
La disminucién del presupuesto en el Programa de Erradicacién de Malaria
dificulto en gran medida la ejecucién de los protocolos de control, la supervision
y evaluacion de resultados tanto en el tratamiento, como en las campafias de
erradicacion de vectores anofelinos. El nUmero de casos de malaria tuvo un
aumento progresivo desde el afio 1972 hasta 1999 en el cual se reportd
aproximadamente 213 000 casos de malaria en el Peru. El porcentaje de casos
de malaria producidos por la infeccion de P. falciparum aumento de un 19.7%
en el afo 1995 a 43.3% en el afio 1999. El aumento en el numero de casos de
pacientes infectados con malaria (causados por P. vivax y P. falciparum), y el
aumento de la proporcién de casos de P. falciparum se vieron favorecidas
debido a las alteraciones medio ambientales causadas por el aumento de
lluvias y altas temperaturas debido al Fenomeno del Nifio del afio 1998 . Esto
afecto en gran medida a los departamentos de Tumbes y Piura de la Costa
Norte del Perd, cambiando de manera significativa la epidemiologia de la

malaria en estas zonas.1% 11,12
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En el afio 2000 disminuyeron considerablemente el nimero de casos de
malaria, reduciéndose el 70% de casos de P. falciparum y 50% de P. vivax.
Disminuyendo de 140 475 casos de malaria reportados en el afio 1999 a 57 712
al afio 2000. En el afio 2002 se observé un incremento en el nimero de casos
de malaria aumentando en 28% comparado con el afio 2001. A partir del afo
2004, el namero de casos de malaria causados por P. vivax y P. falciparum
tuvieron una tendencia sostenida a la disminucién a nivel nacional.%:14
En afio 2005 el niumero de casos reportados de malaria fue de 83 623 y en el
afo 2006 descendi6 a 60 887. Se observo una disminucion sostenida entre los
afos 2006-2010 (de 15-20% de reduccion en el numero de casos con respecto
al afio anterior), llegando a registrar un total de 29 231 casos en el afio 2010. 14
En la region de la Costa Norte del Peru, en los departamentos de Tumbes y
Piura en los ultimos 4 afios (2007-2010) se evidenciaron cambios significativos
en el numero de casos reportados por P. vivax en estas 2 zonas. (Tabla 1)

Tabla 1. Reporte de casos de malaria causados por P. vivax a nivel nacional en los

departamentos de Tumbes y Piura en los aios 2007, 2008,2009 y 2010.
Fuente: Direccién General de Epidemiologia del Peru

Numero de Casos reportados de
Plasmodium vivax en Afios

Lugar 2007 2008 2009 2010
Tumbes 1145 2748 1472 1776
Piura 588 4012 2733 2146
Costa norte (Tumbes -Piura) 1733 6760 4205 3922

Porcentaje Costa Norte entre numero
de casos totales registrados a nivel
nacional 4% 18% 13% 15%

Peru (a nivel nacional) 43467 37293 32972 26878

En el departamento de Tumbes se observé un incremento significativo de casos

de malaria causados por P. vivax entre los afios 2007 y 2008. En el afio 2007
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se registr6 en Tumbes un total de 1145 casos (2.6% del total de casos
registrados a nivel nacional), en el afio 2008 se registraron un total de 2748
casos (7.3% del total de casos registrados a nivel nacional) con lo cual se
observo un aumento de casi 3 veces el nimero de casos entre los afios 2007 y
2008 en Tumbes. En el afio 2009 se observo una disminucion de 7.3% a 4.4%
del total de casos registrados a nivel nacional en Tumbes. En el afio 2010 se
observo un aumento de 6.6 % del total de casos registrados a nivel nacional en
Tumbes. Entre los afios 2007 y 2010 se observaron fluctuaciones en el nimero
de casos reportados de malaria; sin embargo en su totalidad no se observé un

aumento o disminucién constante en este periodo.

En el departamento de Piura se registro, en el afio 2007, un total de 588 casos
(1.3 % del total de casos registrados a nivel nacional), en el afio 2008 se
registraron un total de 4012 casos (10.7% del total de casos registrados a nivel
nacional) con lo cual se observé un aumento del casi 10 veces el numero de
casos entre los afios 2007 y 2008. Posteriormente se observd una ligera
disminucién sostenida en el nUmero de casos reportados en Piura de 10.7% a
7.98% entre los afios 2008 y 2010.14

Estos cambios en el niamero de casos de P. vivax reportados en las
poblaciones de Tumbes y Piura; son producto de la interaccion entre las
condiciones medioambientales de las zonas, la genética del parasito, del
insecto vector y las estrategias de control anti-parasitarias. Las estrategias de
control parasitarias dependen del entendimiento de la variabilidad genética, la
estructura poblacional y la dinamica de transmision de la enfermedad causada

por P. vivax.'®
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1.1.4 Epidemiologia de la Malaria en el Ecuador:

En Ecuador a inicios de la ultima década se observéd un incremento significativo
en el numero caso de Malaria, llegando alcanzar cifras cercanas a los 104 528
casos en el afio 2000 con casi 50% de casos producidos por P. falciparum. Las
medidas para controlar ésta situacion fueron deficientes, por lo que se tuvieron
gue adoptar medidas drasticas para contrarrestar este fenomeno. Las Sub-
secretarias Nacionales de Medicina Tropical y Desarrollo Institucional del
Ecuador, junto con el Servicio Nacional de Erradicacion de la Malaria,
elaboraron proyectos con apoyo técnico de la Organizacibn Panamericana de la
Salud (OPS) y el Banco Mundial. En el contexto de la iniciativa del programa de
control de malaria llamada “Roll Back Malaria” (RBM), se presentaron al Banco
Mundial propuestas y planes que se adoptarian para el control y disminucion de
casos de malaria. A inicios del afio 2000 se comenz6 la ejecucion de estos
programas de control en diversas provincias de Ecuador.®

En el afo 2008 con el apoyo econdmico, logistico y de capacitacion de
entidades del gobierno Ecuatoriano y No-Gubernamentales como el Proyecto
‘“PAMAFRO” (Programa de control del Paludismo en zonas fronterizas,
financiado por el Fondo Global), Agencia de los Estados Unidos para el
Desarrollo Internacional (USAID) y la OPS, se adoptaron diversas medidas para
el control de la malaria, entre ellas el uso de mosquiteros tratados con
insecticidas de larga duracion, se incentivo el rociado de casas con insecticidas
de largo efecto residual. También se adopté la formacion de comités en los
cuales se coordinaban actividades para el control quimico de vectores,

tratamiento y diagnostico de casos de malaria. El nUumero de puestos médicos
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para la identificacion de casos de malaria aumentaron junto con la capacitacion
del personal destinado para el tratamiento y diagnéstico.*®

Estas medidas adoptadas hicieron que Ecuador en la actualidad sea uno de los
paises Latinoamericanos con una marcada disminucion en el numero de
personas infectadas con Malaria. Se observé una reduccion sostenida en el
namero de casos de 108 903 en el afio 2001 a 4 986 en el afio 2009, lo que
significa una reducciéon mayor al 90% durante este periodo de tiempo.®

La Malaria en Ecuador geograficamente ha sido endémica especialmente en la
region de la Costa, donde el insecto vector caracteristico ha sido Anopheles
albimanus. En la zona Costera de Ecuador los cultivos de camarones propician
un habitat adecuado para el crecimiento y desarrollo del insecto vector y del
parasito. En la regién de la Selva Amazonica de Ecuador también existe
transmision de malaria pero en menor proporcion comparada con los casos de
la costa, aunque en los ultimos tres afios se ha observado un incremento
significativo en el nimero de casos.*®

En la dltima década al Norte de Ecuador (en la frontera con Colombia) se
observé el mayor nimero de casos reportados en el pais. En los cuatro ultimos
afos la distribucion geogréafica y el nUmero de casos de malaria han cambiado,
observandose en la actualidad un mayor numero de casos al Sur del Ecuador
(en la frontera con Peru), la mayoria de casos reportados fueron a causa de P.
vivax (90%). La dinamica de transmision del parasito podria estar relacionada
con la migracion de las personas causada por las actividades entre las

poblaciones fronterizas.*®
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1.1.5 Diagnoéstico de malaria:

El diagnéstico de la malaria se realiza mediante la observacion de las
manifestaciones clinicas y la confirmacion, por pruebas de laboratorio, de la
presencia del parasito en los glébulos rojos.

El diagnostico clinico se puede dividir en 3 categorias: leve, moderada y
grave.’® En la categoria leve se encuentran los individuos parcialmente
inmunes, los cuales tuvieron atagues previos de malaria o con una adecuada
respuesta inmunolégica ante el parasito. En la categoria moderada se
encuentran las personas sin inmunidad previa, los cuales evidencian sintomas
con periodos recurrentes de fiebre, frio, calor y constante sudoracion. También
presentan anemia moderada y una parasitemia que varia de 0.1% a 0.5%.%¢ En
la categoria grave en la mayoria de casos se observan personas con
infecciones producidas por P. falciparum. Este tipo de cuadro clinico se
presenta en personas con baja respuesta inmune, mujeres embarazadas y
nifios. El cuadro clinico severo esta caracterizado por fiebre persistente, fuerte
cefalea, anemia intensa y globulos rojos parasitados en mas de 2%
usualmente.16

El diagnostico laboratorial tiene como objetivo confirmar la presencia del
parasito, siendo la microscopia la “prueba de oro” (Gold standard).

En el diagndstico parasitoloégico mediante el examen microscopico de la sangre,
se puede determinar la presencia del parasito al realizar la coloracion Giemsa y
examinando la gota gruesa y el frotis. La gota gruesa consiste en la utilizacion
de una muestra de sangre la cual esta conformada por globulos rojos
deshemoglobinizados y concentrados en una area pequefia (1cm de diametro),

de esta forma facilita la identificacion de parasitos en bajas concentraciones.
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El frotis esta conformado por una capa delgada de células sanguineas las
cuales son fijadas con metanol previamente a la coloracion con Giemsa con el
objetivo de facilitar la observacién de las caracteristicas morfologicas de los
diferentes estadios parasitarios dentro de los glébulos rojos.

Por otro lado el diagnostico inmunoldgico, que no determinan la presencia
directa del parasito sino la respuesta inmunoldgica del huésped, utiliza métodos
inmuno-serologicos, los cuales evalian la inmunidad humoral y celular del
huésped. Estos diagnésticos inmunoldégicos son sensibles, especificos y
pueden diferenciar entre infecciones recientes y pasadas. Entre las técnicas
utilizadas  tenemos: inmunofluorescencia  indirecta  (IFI), Ensayo
Inmunoenziméatico Ligado a Enzimas (ELISA), pruebas inmunocromatograficas,
hemoaglutinacion, etc. 16

La técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en el diagndstico
de Malaria permite confirmar la presencia de parasitos del genero Plasmodium
en diversos tipos de muestras (sangre, suero, tejido), también permite distinguir
la especie infectante e infecciones causadas por mas de una especie de
Plasmodium. El uso del PCR para la deteccion de pacientes infectados con
Malaria permite confirmar tanto los resultados negativos como positivos
provenientes de examenes parasitologicos directos e indirectos debidos a su

mayor sensibilidad y especificidad.1®
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1.1.6 Medidas de control, prevencion y tratamiento de malaria:

Las medidas de control antimalaricas son dirigidas hacia la prevencion de la
transmision del parasito, diagnéstico y quimioterapia.

El control de la transmisién de la malaria se puede realizar mediante el control
de los insectos vectores anofelinos. La realizacion de campafas de
erradicacion de vectores anofelinos mediante la utilizacion de insecticidas de
larga duracién residual, han demostrado disminuir considerablemente el
namero de insectos vectores, la utilizacion de mosquiteros impregnados con
insecticidas de larga duracion residual disminuyeron el nimero de infecciones
significativamente.©

Entre las medidas de control antimalaricas orientadas hacia la eliminacion del
parasito dentro del hospedero humano tenemos fundamentalmente la
quimioterapia. El tratamiento antimalarico es administrado en casos probables y
confirmados. Este tratamiento en la actualidad es administrado por los servicios
de salud del Peri a nivel nacional de forma gratuita. Los medicamentos
antimalaricos son clasificados mediante el mecanismos de accion por el cual
actuan y se dividen en: Inhibidores de la sintesis de acido folico e inhibidores de
la sintesis del &cido ribonucleico.*?

Los esquemas de tratamiento antimalaricos son a nivel regional y nacional
dependiendo de la especie de parasito causante de malaria. En Malaria
causada por P. vivax el esquema actualmente recomendado es la
administracion de Cloroquina/Primaquina. 1017

La Cloroquina presenta una composicion quimica: 7-cloro (4-dietilamino-

metilbutalamina) quinoleina. Los nombres comerciales son: Aralen, Avovlar,
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Resoquin y Nivaquina. Se presenta en comprimidos de 50 mg 100 mg y 150 mg
de base. ¢

Cloroquina es una droga antimalarica con accion esquizonticida contra las
infecciones producidas por P. falciparum, P. vivax, P. ovale, y P. malariae.
También ejerce accion gametocitocida contra P. vivax y gametocitos inmaduros
de P. falciparum.®

La administracion de los medicamentos antimalaricos se hace en base al peso
corporal del paciente. En el caso de la infeccion producida por P. vivax la dosis
en adultos es de 25 mg/Kg de Cloroquina durante 3 dias y 0.5 mg/Kg de
Primaquina durante 7 dias. Estos Medicamentos no deben administrarse a
mujeres embarazadas y en nifios menores de 6 meses, debido a efectos
adversos a los medicamentos. Entre los efectos adversos es encuentra la

hemolisis de glébulos rojos.0:7

1.2 Plasmodium vivax

1.2.1 Clasificacion Taxondmica y Ciclo de vida:

Los parasitos hematicos del genero Plasmodium causantes de la malaria en
humanos, son organismos eucarioticos pertenecientes al Reino Protista, Sub-
reino Protozoa, Phylum Apicomplexa, Clase Esporozoasidae, Orden Coccidia,
Sub-orden Haemosporidiideae, Familia Plasmodiidae, Genero Plasmodium.
Existen cinco especies del género Plasmodium causantes de malaria en
humanos a nivel mundial (P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.
Knowlesi) siendo P. falciparum y P. vivax las cuales estan asociadas a mas

casos de morbilidad y mortalidad.*?
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En el ciclo biolégico de los parasitos del genero Plasmodium se encuentran
involucrados un agente vector (el mosquito hembra del genero Anopheles en el
cual se reproduce sexualmente) y un hospedador vertebrado intermediario en el
cual se reproduce asexualmente en este caso el humano u cualquier otro
vertebrado. El ciclo biolégico de Plasmodium consta de 3 etapas de desarrollo:
una etapa en el insecto vector y 2 etapas en hospedero intermediario, etapa
hepatica y etapa eritrocitica. 28 (Figura 1)

El ciclo biolégico de los parasitos causantes de malaria en humanos se inicia
cuando el mosquito vector se alimenta de sangre del huésped parasitado con
los estadios sexuales llamados gametocitos. La fertilizacion de los estadios
sexuales microgametocitos (masculino) y macrogametocitos (femenino) ocurren
en el estomago del insecto vector produciéndose de esta forma el cigote.?

La duracion del ciclo sexual de P. vivax en el vector consta de 16 dias en
condiciones de temperatura de 20°C y entre 8 -10 dias a 28°C. Posteriormente
a la formacién del cigote ocurren cambios morfolégicos, formandose el
ooquineto, en este estadio el parasito atraviesa la barrera estomacal del
mosquito convirtiéndose en ooquiste. El ooquiste se divide y ocurre la
multiplicacion de los esporozoitos los cuales migran a la glandula salival del
vector. El insecto vector inocula los esporozoitos en el hospedero humano
durante su proxima alimentacion sanguinea.

Una vez que los esporozoitos son inoculados dentro del hospedero humano, las
células fagociticas destruyen algunos esporozoitos. Los esporozoitos que
sobreviven a la fagocitosis se dirigen hacia el higado, infectando los hepatocitos
produciéndose una multiplicacion asexual. El estadio pre-eritrocitico

esquizogonico de P. vivax en el higado tiene un tiempo de desarrollo de 6 a 8
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dias, en este periodo los parasitos se diferencian a esquizontes o hipnozoitos
(que es el estadio en el cual los parasitos permanecen en estado de dormancia
por semanas meses 0 afios). Los hipnozoitos son causantes de las recaidas de
infeccion, causando interferencias durante el tratamiento antimalarico.8*°

En el estadio eritrocitico, posteriormente a la maduracion de los esquizontes, se
forman los merozoitos los cuales circulan en la sangre infectando los glébulos
rojos mediante la interaccion con glicoproteinas presentes en la superficie del
eritrocito. En el caso de P. vivax, los estadios asexuales solo infectan los
reticulocitos. Durante el proceso de infeccion del glébulo rojo, el parasito forma
una vacuola parasitofora mediante la invaginacion de la membrana del
eritrocito, por la cual el parasito es protegido de las condiciones adversas fuera
del glébulo rojo.?18

Los trofozoitos jévenes poseen la apariencia de pequefios anillos dentro de los
glébulos rojos, durante la maduracion del trofozoito la morfologia cambia a
irregular ameboidea aumentando su tamafio. Los trofozoitos se dividen
asexualmente dentro del glébulo rojo formando los merozoitos. La ruptura del
eritrocito libera una gran cantidad de merozoitos al torrente sanguineo
invadiendo nuevos globulos rojos, la duracion del ciclo eritrocitico es de 40 a 48
horas, con periodos de fiebre constantes. Una sub-poblacion de merozoitos se
diferencia hacia el estadio sexual formando los gametocitos femenino
(macrogametocito) y masculino (microgametocito). El insecto vector al
alimentarse de sangre del huésped conteniendo los gametocitos da inicio a un

nuevo ciclo biolégico del parasito. 1819
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Figura 1. Ciclo biolégico de Plasmodium vivax

1.2.2 Caracteristicas genéticas de P. vivax

Los parasitos del genero Plasmodium son organismos eucarioticos, con un
genoma nuclear que consta de 14 cromosomas. Los parasitos causantes de
malaria mayormente son haploides durante su ciclo de vida, el estadio diploide
se produce mediante la formacion del cigote en el insecto vector.2°

La cepa de P. vivax Salvador |, fue aislada en los afios 1960 proveniente de
una infeccion natural de un paciente de la region de la Paz ubicada en el pais
del Salvador, la cual se utilizo para posteriores estudios de de andlisis genético

y secuenciamiento.*®
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El genoma nuclear de P. vivax fue secuenciado, obteniéndose un tamafio de
aproximadamente 26.8 megabases (Mb), mediante la técnica de whole-genome
shotgun. Al comparar el genoma de P. vivax con otras especies de parasitos
del genero Plasmodium (P. falciparum, P. yoelii, P. knowlesi), las cuales
también infectan a mamiferos, se observo una uniformidad en el tamafio de su
genoma nuclear, el cual se encontré en un rango de entre 23 a 27 Mb
distribuidos en 14 cromosomas, comprendiendo aproximadamente 5500 genes.
El 77% de los genes son ortélogos entre las especies P. falciparum, P. yoelii, P.
knowlesi y P. vivax. Existen diferencias en la distribuciéon de nucleétidos, P.
vivax posee un contenido de G+C de aproximadamente 42.3% comparado con

P. falciparum que posee un aproximado de 19.4% de contenido de G+C.%!

1.2.3 Estudios de variabilidad genética de P. vivax

Los primeros estudios en diversidad genética en P. vivax se realizaron
mediante la utilizaciobn de anticuerpos monoclonales e isoenzimas con la
finalidad de determinar los diferentes fenotipos existentes.?223

La utilizacién de los anticuerpos monoclonales e isoenzimas fue limitada debido
a que fue necesaria la utilizacibn de muestras sanguineas con altas
parasitemias.?*

Los estudios realizados en las dos ultimas décadas en el secuenciamiento del
genoma de P. vivax proporcionaron herramientas necesarias para el mejor
entendimiento de la diversidad genética y evolucion del parasito, mediante la
identificacion y posterior utilizacién de nuevos marcadores moleculares.>21
Entre las primeras técnicas utilizas para la determinacion de diversidad genética
de P. vivax ,se encuentra el uso de técnicas moleculares como la Reaccion de
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Cadena de la Polimerasa (PCR) y su variante denominada “Polimorfismos de
fragmentos de restriccion” (RFLP), las cuales permitieron el estudio del
polimorfismo de genes, como los que codifican la proteina de superficie del
Merozoito (MSP), la proteina de superficie del Merozoito-3a (MSP-3a) y la

proteina del Circunsporozoito (CSP).25:2627

1.2.3.14 Estudios de variabilidad genética en MSP:

MSP pertenece a la familia de proteinas ubicadas en la superficie del
merozoito, esta molécula estd directamente involucrada en la invasion del
parasito al eritrocito. La familia de la proteina MSP en P. vivax consta de 8
miembros. Los péptidos presentes en MSP-1 poseen un rol importante en el
proceso de unién e invasion del parasito al eritrocito. Estudios de clonamiento
de fragmentos de MSP-1 han demostrado tener actividad inmunoldgica, por lo
cual han sido utilizados en estudios inmunolégicos como target para el
desarrollo de vacunas.?®

En estudios de genotipificacibon mediante secuenciamiento de P. vivax se
utilizaron los bloques conservados 5 y 6 del gen MSP-1, encontrandose altos
niveles de heterogeneidad entre parasitos pertenecientes a diferentes zonas en
las cuales es prevalerte P. vivax. 2627

En la dltima década MSP-1 ha sido usado como marcador molecular para la
determinacion de reintroduccion de malaria, determinacion de recrudescencia y

sensibilidad a drogas en P. vivax.2829:30
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1.3 Marcadores Moleculares Microsatélites:

Los microsatélites son secuencias repetitivas de nucleétidos distribuidos en
tandem ubicados en el ADN, también se les conoce como SSR (Simple
Sequence Repeats) por sus siglas en ingles. El tamafio de estas secuencias

repetitivas esta conformado de 2 a 5 nucleétidos (Figura 2).

El ndmero de repeticiones proporcionan un determinado tamafio de fragmento
(alelo), la variacion en el namero de repeticiones proporcionan multiples alelos
con lo cual se determina el grado de polimorfismo de un microsatélite (Figura

2).31

Generalmente los microsatélites estan ubicados en zonas no codantes del
DNA. También poseen las caracteristicas de ser codominantes, locus especifico
y presentar alto polimorfismo por locus (multiples alelos) al ser comparados con
otros marcadores moleculares. En el estudio de microsatélites en parasitos, al
estar presentes en zonas no codantes, con lo cual no estan directamente
sujetos a presion de seleccion por la inmunidad de huésped lo cual permite una

selectividad neutral.3!

Los microsatélites son considerados como marcadores moleculares en estudios
de genética de poblaciones. Son utilizados para la determinacion intra-
poblacional e inter-poblacional de variabilidad genética y estructura

poblacional.3%:32
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MICROSATELITES

Repeticiones de microsatélites dinucleétido

— CACACACACACACACACACACA — 11
repetlmones

13
repeticiones

16
CACACACACACACACACACACACACACACAC repeticiones

Genotipos
11 272 33 172 1/3 23

- Forward primer

“ Reverse primer
—— Flanking sequence
== L

Fuente: Base de datos de Microsatélites en Insectos

Figura 2. Representacion grafica de microsatélites di-nucleétidos

1.3.1 Variabilidad genética y estructura poblacional de P. vivax en

Asia y Latinoamérica:

Los estudios realizados en el secuenciamiento del genoma de P. vivax
proporcionaron herramientas necesarias para el mejor entendimiento de la
diversidad genética y evolucion del parasito, mediante la identificacién vy
posterior utilizaciéon de nuevos marcadores moleculares. La identificacién de
Marcadores Moleculares Microsatélites en el genoma P. vivax permitieron la
evaluacion de la variabilidad genética y estructura poblacional de las diferentes

poblaciones de P. vivax distribuidas en diversas partes del mundo.>21
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En el continente Asiatico se identifico la variabilidad genética de las poblaciones
de P. vivax mediante la determinacion de polimorfismos de loci utilizando
marcadores microsatélites polimorficos, en pacientes infectados con P. vivax,
en el Sur-este de Asia y Melanesia (Indonesia y Papua —Nueva Guinea). En
Papua-Nueva Guinea se observaron 15 alelos diferentes por locus, obteniendo
un alto grado de variabilidad genética, al obtener un indice de Heterocigocidad
esperada (He) maxima de 0.85 por locus. 33

También se determind la variabilidad genética de P. vivax en los paises de
Tailandia e India. Los marcadores microsatélites utilizados en estas regiones
fueron polimérficos al encontrarse de 7 a 18 alelos por locus registrando

también altos indices de He (India He=0.76, Tailandia He=0.77 por locus).3*

En la region de la Amazonia Latinoamericana, en paises como Brasil y
Colombia, se han realizado en la udltima década diversos estudios de
variabilidad genética de P. vivax mediante el uso de nuevos marcadores
moleculares, entre los cuales se destacan los marcadores microsatélites.3% 3637
Mediante el uso de marcadores microsatélites, en estos estudios se
determinaron valores de variabilidad genética mediante el célculo de He
obteniéndose valores entre 0.5 - 0.8, lo cual indico altos valores de variabilidad
genética en poblaciones de P. vivax presentes en estas zonas. Las poblaciones
de P. vivax presentes en estos paises resultaron ser altamente estructuradas

(presencia de sub-poblaciones) y altamente heterogéneas.3> 36.37
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1.3.2 Variabilidad genética vy estructura poblacional de P. vivax en la

Costa Norte del Peru y Selva de Ecuador:

En el Pera los estudios realizados en la determinacion de variabilidad genética
mediante el uso de marcadores microsatélites en P. vivax son muy pocos en
comparacion con otros paises de Latinoameérica. Los estudios realizados en el
Peru fueron desarrollados principalmente en la region de la Selva Amazonica
(departamento de Loreto), en el cual se reportaron valores de He=0.44-0.69 por
locus y una estructura poblacional similar a la encontrada en otros paises

latinoamericanos como Colombia y Brasil.3®

En la region de la Costa-Norte del Perud, en los departamento de Tumbes y
Piura, en los cuales también es prevalente la malaria, no se han realizado
estudios de determinacién de variabilidad genética y analisis de la estructura
poblacional de P. vivax mediante el uso de marcadores microsatélites. Estas
aéreas de la Costa Norte del Peru, estan geograficamente aisladas de otras
zonas endémicas de malaria como la Selva Amazonica y Selva central del Pera
(debido a barreras geograficas como la Cordillera de los Andes) evitando de

esta forma el flujo de las poblaciones de P. vivax entre estas regiones.

Al norte del departamento de Tumbes esta situado el pais del Ecuador el cual

es prevalente de malaria y posee caracteristicas epidemiolégicas de P. vivax

diferentes a las observadas en el Perd.
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No se han realizado estudios de genética de poblaciones mediante el uso de
microsatélites en poblaciones P. vivax presentes en la Costa Norte del Pert y
la Selva Amazonica del Ecuador. Estas caracteristicas son interesantes para la
realizacion de estudios orientados a determinar la variabilidad genética y
estructura poblacional de P. vivax en estas zonas de la Costa Norte Peruana y

la Selva de Ecuador.

HIPOTESIS:

Las poblaciones de P. vivax presentes en la Costa Norte del Peru y la Selva de
Ecuador, al estar separadas por barreras geograficas (como la Cordillera de los
Andes) impediria la movilizacion de insectos vectores de P. vivax entre estas
regiones, con lo cual el flujo poblacional e interacciones entre las poblaciones
de parasitos presentes en estas dos regiones se veria considerablemente
afectada, presentando diferencias tanto en la distribucion de haplotipos,

variabilidad genética (He) como en la estructura poblacional.
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II) OBJETIVOS:

Objetivo General:

Determinar la variabilidad genética de P. vivax en 2 zonas de la Costa
Norte del Perd (Tumbes y Piura) y la Selva de Ecuador (Puyo),
mediante el andlisis de la variacion alélica de loci utilizando

microsatélites neutrales.

Objetivos Especificos:

Determinar la estructura poblacional de P. vivax presente en las
localidades de Peru (Tumbes y Piura) y Ecuador (Puyo).

Determinar el indice de Heterocigocidad (He) en las poblaciones la
Costa Norte del Perd (Tumbes y Piura) y la Selva Occidental del
Ecuador (Puyo).

Comparar la variabilidad genética de P. vivax en las 2 zonas de la
Costa Norte del Perd (Tumbes y Piura) y la Selva Occidental del
Ecuador (Puyo) con las poblaciones de P. vivax reportadas en la
Amazonia Latinoamericana.

Comparar los haplotipos circulantes de P. vivax presentes en las
localidades de Peru (Tumbes y Piura) y Ecuador (Puyo).

Determinar la presencia de poblaciones de P. vivax provenientes de
Ecuador en la Costa Norte Peruana.

Determinacion de la presencia de sub-poblaciones en Costa Norte y la

Selva de Ecuador
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l1) MATERIALES Y METODOS:

3.1 Coleccion de muestras:

En el estudio de variabilidad genética y estructura poblacional de poblaciones
de P. vivax presentes en la Costa Norte del Peru y la Selva de Ecuador se
utilizaron un total de 150 muestras de pacientes infectados con P. vivax,
provenientes de 2 zonas de la Costa Norte del Pertd (Tumbes y Piura) y la Selva

de Ecuador (Puyo-Quito) (Tabla 2 y figura 3).

Se evaluaron 55 muestras de suero procedentes del estudio “Surveillance and
Etiology of Acute Febrile Diseases in Ecuador and Honduras” (Codigo: Centro
de Investigacion de Enfermedades Tropicales de la Marina de los Estados
Unidos (NMRCD).2001.0002) colectadas en el Hospital Militar de Puyo y

Hospital Vozandes en Quito Ecuador, entre los afios 2001-2004.

Se evaluaron 37 muestras colectadas en el Centro de Salud de Pampa Grande
y del Centro de Salud Zarumilla en la localidad de Tumbes, las muestras
utilizadas en el estudio provinieron del banco de ADN del departamento de
parasitologia de Unidad 6 de Investigacion de Enfermedades Tropicales de la
Marina de los Estados Unidos (NAMRU-6) provenientes del estudio
“Surveillance and Etiology of Acute Febrile lllness in Peru” (Cdédigo

NMRCD.2000.0006) entre los afios 2008-2009.

Se evaluaron 58 muestras colectadas en el Centro de Salud Bellavista de la

localidad de Piura, las muestras utilizadas provinieron del banco de ADN del
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departamento de parasitologia del NAMRU-6, de las 58 muestras colectadas
(11 muestras fueron provenientes de sangre impregnada en papel filtro y 47 de
paquete globular) provenientes del estudio “Infectivity of Anopheles albimanus
with Plasmodium vivax for use in human clinical vaccine studies” (Cddigo:

NMRCD.2008.0004) entre los afios 2008-2010.

El presente proyecto de investigacion titulado: “Determinacién de variabilidad
genética de Plasmodium vivax en la costa norte del Peru y Ecuador” con cédigo
SIDISI: 57533, ha sido revisado y aprobado por la Oficina de Investigacion y el
Comité Institucional de Etica segin el Manual de Procedimientos de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

34



Tabla 2. Numero de muestras colectadas en Pert y Ecuador

Numero de muestras
colectadas
Lugar
Ecuador-Puyo 52
Peru-Tumbes 37
Peru-Piura 58
Total 147

Figura 3. Ubicacion geografica de Tumbes y Piura en la Costa Norte del Pert, y Puyo en la
Amazonia Ecuatoriana
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3.2 Extraccion de ADN proveniente de Suero y Papel filtro

impregnado con muestras sanguineas:

3.2.1 Protocolo de extraccion de ADN de Suero, sangre v fluidos

corporales utilizando OlAamp® DNA Mini Kit:

a) Las muestras fueron procesadas a temperatura ambiente (15-25°C)

b) Se agregaron 20(microlitros)uL de la Proteinasa K (QIAGEN, Valencia,
CA) a un tubo de 1.5mL estéril.

c) Se agregaron 200uL de Suero.

d) Se agregaron 200uL del buffer AL (QIAGEN, Valencia, CA) y se mezcld
utilizando un vortex por 15 segundos.

e) Se incubaron las muestras a 56° C por 30 minutos.

f) Se centrifug6é brevemente.

g) Se agregaron 200uL de etanol absoluto y se mezclé por 15 segundos
utilizando vortex y se centrifugé brevemente.

h) Se agrego esta mezcla a la columna QlAamp (QIAGEN, Valencia, CA).
Se cerro la tapa y se centrifugd a 6000 x g por 2 minutos (8000rpm). Se
coloco la columna QIAamp en un tubo recolector de 2mL limpio y se
descart6 el tubo que contuvo el filtrado.

i) Se agregaron 500uL del buffer AW1 (QIAGEN, Valencia, CA) a la
columna. Se cerrd la tapa y se centrifugo a 6000 x g por 2 minutos
(8000rpm). Se colocé la columna QlAamp en un tubo recolector de 2mL
limpio y se descarto el tubo que contuvo el filtrado.

j) Se agregaron 500uL del buffer AW2 (QIAGEN, Valencia, CA) a la

columna. Se cerré la tapa y se centrifugd a velocidad maxima, 20000 x g,
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K)

por 4 minutos (14000rpm). Se coloco la columna QIAamp en un tubo
recolector de 2mL limpio y se descarto el tubo que contuvo el filtrado.

Se centrifugd a velocidad maxima, 20000 x g, por 2 minutos (14000rpm).
Se coloco la columna QlAamp (QIAGEN, Valencia, CA) en un tubo de
1.5mL limpio y se descarto el tubo que contuvo el filtrado.

Para la elucion se agregé 80uL del buffer de elucion AE (QIAGEN,
Valencia, CA). Se incub6 a temperatura ambiente (20-25° C) por 5

minutos. Se centrifugd a 6000 x g por 2 minutos (8000rpm).

m) Se conservaron las muestras a -20° C, hasta el procesamiento.

3.2.2 Protocolo de Extraccion de DNA de Papel filtro impregnado

con muestras sanquineas utilizando QlAamp DNA Mini Kit

(OIAGEN, Valencia, CA):

a) Todos los procesos de centrifugacién fueron realizados a temperatura

b)

d)

ambiente (15-25° C).

Se cort6 1 cm? de papel filtro impregnado con sangre y se cortd
posteriormente en 10-12 partes utilizando una cuchilla. Se coloco el
papel filtro cortado en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml y se afadi6
180 pl de Buffer ATL (QIAGEN, Valencia, CA).

Se incub6 a 85°C por 10 minutos. Se centrifugd brevemente para
eliminar las gotas en la parte superior de la tapa.

Se afiadid 20 pl Proteinasa K (QIAGEN, Valencia, CA), se mezclo
utilizando un vortex y se incubé a 56°C por 1 hora. Se centrifugd

brevemente para eliminar las gotas en la parte superior de la tapa.
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e)

f)

9)

h)

)

Se afadi6é 200 pl de Buffer AL (QIAGEN, Valencia, CA) a la muestra, se
mezcld utilizando un vortex y se incubo a 70°C por 10 minutos. Se
centrifugé brevemente para eliminar las gotas en la parte superior de la
tapa.

Se afiadié 200 pl etanol (96—-100%) a la muestra, y se mezcld utilizando
un vortex. Se centrifugd brevemente para eliminar las gotas en la parte
superior de la tapa.

Se afiadié cuidadosamente la mezcla del paso “f” a la columna QIAamp
(QIAGEN, Valencia, CA), la cual posee un tubo de 2ml para la colecta.
Se cerr6 la tapa del tubo y centrifug6b a 8 000 rpm por 1 minuto. Se
coloco la columna QlAamp (QIAGEN, Valencia, CA) en un nuevo tubo de
coleccion de 2ml, y se descarté el tubo con la solucién filtrada.

Se agreg6 500uL del buffer AW1 (QIAGEN, Valencia, CA) a la columna.
Se cerré la tapa y se centrifugo a 6000 x g por 1 minuto (8000rpm). Se
coloc6é la columna QIAamp (QIAGEN, Valencia, CA) en un tubo
recolector de 2mL limpio y se descart6 el tubo que contiene al filtrado.

Se agreg6 500uL del buffer AW2 (QIAGEN, Valencia, CA) a la columna.
Se cerro la tapa y se centrifugo a velocidad maxima, 20000 x g, por 3
minutos (14000rpm). Se coloco la columna QlAamp (QIAGEN, Valencia,
CA) en un tubo recolector de 2mL limpio y se descartd el tubo que
contiene al filtrado.

Se centrifugo a velocidad maxima, 20000 x g, por 1 minuto (14000rpm).
Se coloco la columna QlAamp (QIAGEN, Valencia, CA) en un tubo de

1.5mL limpio y se descarto el tubo que contiene al filtrado.
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k) Para le elucion se agregdé 100uL del buffer de elucion AE (QIAGEN,
Valencia, CA). Se incub6 a temperatura ambiente (20-25° C) por 5

minutos. Se centrifugd a 6000 x g por 3 minutos (8000rpm).

3.3 Determinacion de especies de Plasmodium ssp mediante PCR:

La identificacion de las especies de Plasmodium en las muestras utilizadas en
el estudio se realizaron mediante un PCR-anidado (PCR-Nested), teniendo
como ADN blanco la amplificacion de la Sub Unidad Ribosomal (SSUrARN) del

gen 18S.48 (Figura 4)

En la primera reaccion del Nested-PCR se utilizo cebadores (primers)
homélogos a una region conservada por la cual se identific6 el género
Plasmodium. El producto de PCR de la primera reaccion fue utilizada como
molde para una segunda reaccién PCR (Nested-PCR), mediante la utilizacién
de primers internos, en 3 reacciones independientes con el objetivo de
amplificar productos especificos para la determinacién de las especies P. vivax,
P. falciparum y P. malariae. No se utilizaron primers para P. ovale debido a que

este parasito no esta presente en América Latina.

PLUS —> ca 1200bp <— TPLU-6
rFAL 1 FAL 2 v 1 wiv 2
(B84-823) 205 bp (B40-889) (869-855) 117 bp  (757-786)

] [ N 1
rFAL 1: 5-TTA AAC TGO TTT GGG AAM ACC AAA TAT ATT-3 IV 1: 5-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-Y
rFAL 2 5-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3' VIV 2: 5-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3'

AL 1 AL 2 rova 1 1OVA 2
(BB6-T15) 144 bp (B01-630) (T70-TG9) 787 bp (1528-155T7)

]
rMAL 1; 5-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3' rOVA 1: 5-ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-Y'
rMAL 2: 5'-AAA ATT CCC ATG CAT AAA AMA TTA TAC AAA-3 rOVA 2: 5-GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTA GTG-3°

Figura 4. Representacion esquematica del gen 18S SSUrRNA y localizacion de los primers
utilizados para la identificacion del género y especies de Plasmodium
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La identificacion del género Plasmodium se realizO mediante la observacion,
en gel de agarosa, de un producto de tamafio de 1.2 Kilo bases (Kb) en la
primera amplificacion. En la segunda amplificacion PCR-Nested se identifico
las especies de Plasmodium, la identificacion de P. vivax se realizO mediante
la identificacién de un producto de PCR en gel de agarosa de 120 pares de

bases (pb), para P. falciparum 205 bp y para P. malariae 144 bp.*8

3.4 Reactivos utilizados en PCR para determinacion de especies de

Plasmodium:

Los reactivos utilizados en las reacciones de PCR en concentraciones iniciales
fueron: Tag DNA polimerasa (5U/pL), Dideoxinucleotidos (dntps) (1.25mM de
cada dntps), PCR buffer (Tampén) 10X, (Cloruro de Magnesio) MgCl2 50mM y

agua destilada grado PCR.

Se utilizaron los primers descritos previamente por Snounou et al., para la
determinacion del genero Plasmodium se amplifico el gen 18S SSUrRNA,
utilizando los primers PLUS: 5CCT GTT GTT GCC TTA AAC TTC 3’y PLUG:

STTAAAATTG TTG CAG TTAAAA CG 3.

Se realizo una segunda reaccion PCR-Nested para la determinacion especifica
de las especies de Plasmodium. Se utilizaron los primers FAL1: 5TTA AAC
TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT 3’y FAL2: 5ACA CAA TGA ACT CAA

TCA TGA CTA CCC GTC 3 para la determinacion de P. falciparum. Para la

40



determinacién de P. vivax se utilizaron los primers VIV1: 5CGC TTC TAG CTT
AAT CCA CAT AAC TGA TAC 3’y VIV2: 5’ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA
AAG TCC TTA 3. Para le determinacion de P. malariae se utilizaron los primers
MAL1 5’ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC 3’ y MAL2 5’AAA

ATT CCC ATG CAT AAA AAATTA TAC AAA 3.

3.5 Protocolo de determinacion del género Plasmodium:

Para la determinacion del genero Plasmodium en las muestras se utiliz6 5 pL
de DNA, PCR-Buffer 1X, 2 milimolar (mM) de MgCI2, 0.125mM de dntps mix, 25
(picomolar) pMol de cada primer (PLU5 y PLU6) y 1U Taq Polimerasa, en un
volumen final de reaccion de 50uL. Se utilizaron los siguientes volimenes vy
concentraciones por reaccion. (Tabla 3)

Tabla 3. Reactivos PCR utilizados en la primera reaccion PCR para identificacion de

género de Plasmodium

PRIMERA REACCION

Reactivos Concentracioén Concentracioén Volumen 1
PCR Inicial Final Reaccion
Agua grado-
PCR - - 32.3uL
dNTPs 1.25mM 0.125Mm 5uL
PCR buffer 10X 1X SuL
MgCl2 50mM 2mM 2uL
PLU-5 50uM 0.25uM 0.25uL
PLU-6 50uM 0.25uM 0.25uL
Taq 5U/ul 1U 0.2uL
DNA 5pL

Volumen final 50uL
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Se calcul6 el nUmero de reacciones utilizadas para la determinacion de género
Plasmodium por PCR. Se utilizaron muestras controles positivas de P. vivax y
P. falciparum (confirmados por microscopia y PCR), también se utilizé un
blanco control para determinar presencia de contaminantes en la reaccion.

Se utilizaron microtubos con tapas individuales de 0.2 ml para cada reaccion de
PCR y tubos de 1.5 ml para la preparacion de la mezcla de reactivos de PCR
(Master mix). Previamente fueron irradiados por 10 minutos en una cabina de
bioseguridad libre de contaminantes (ADN y productos de PCR). Los tubos
fueron marcados respectivamente para la identificacion de las muestras.

Se preparo el Master mix segun los volimenes y concentraciones de la tabla 3,
se agrego 45 pL de Master mix a cada tubo de 0.2 ml. Se agrego 5ul ADN de
cada muestra a su correspondiente tubo. Los tubos de 0.2 ml se colocaron en
un termociclador (GeneAmp® PCR System 9700) con las condiciones de

temperatura mostradas en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de Temperaturas y ciclos en primera Reacciéon PCR para

determinacion de género de Plasmodium

Condiciones Temperaturas PCR | CICLOS

Denaturacion 95° C por 4 minutos 1 ciclo
95° C por 1 minuto

Alineamiento 58° C por 2 minutos 30 ciclos
72° C por 2 minutos

Extension 72° C por 5 minutos 1 ciclo
4° C indefinidamente hasta el uso

Las especies P. vivax, P. falciparum y P. malariae se determinaron mediante la

utilizacibn de 3 reacciones PCR-Nested individuales. Se utiliz6 5 pyL de
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producto PCR de la primera reaccion, 1X PCR-Buffer, 0.125mM de dNTPs mix,
25 pmol de cada primer, VIV1 y VIV2 para la identificacion de P. vivax; FAL1 y
FAL2 para P. falciparum; MAL1 y MAL2 para P. malariae y 1 unidad (U) de
Taqg Polimerasa por reaccion de PCR. (volumenes y concentracion de reactivos

mostradas en la tabla 5)

Tabla 5. Reactivos PCR utilizados en la segunda reacciéon PCR para identificacion de

especies de Plasmodium

SEGUNDA REACCION PCR

Reactivos PCR

Concentracion Inicial

Concentracion Final

Volumenl Reaccion

Agua grado- PCR 31.8uL
DNTPs 1.25mM 0.125mM 5uL
PCR buffer 10X 1X 5uL
MgClI2 50mM 2mM 2uL
VIV1/FAL1/MAL1 25uM 0.25uM 0.5pL
VIV2/FAL2/MAL?2 25uM 0.25uM 0.5uL
Taq 5U/ul 1U 0.2uL
Producto-PCR 5uL

Volumen final  50pL

Se calculd el niumero de reacciones utilizadas para la determinacién de las
especies Plasmodium por PCR. Se utilizaron los productos de PCR de la
primera reaccion de las muestras, controles positivos de P. vivax y P.
falciparum, también se utilizO un blanco control para determinar presencia de

contaminantes en la reaccion.

43



Se utilizaron tubos con tapas individuales de 0.2 ml para cada reaccion de
PCR y tubos de 1.5 ml para la preparacion de los Master mix. Previamente
fueron irradiados por 10 minutos en una cabina de bioseguridad libre de
contaminantes (ADN y productos de PCR). Los tubos fueron marcados
respectivamente para la identificacion de las muestras.

Se prepararon 3 Master mix para la determinacion de P. vivax, P. falciparum y
P. malariae segun los volumenes y concentraciones de la tabla 5, se agrego
45uL de Master mix a cada tubo de 0.2 ml. Se agregd 5ul del producto de
PCR de la primera reaccion de cada muestra a su correspondiente tubo. Los
tubos de 0.2 ml se colocaron en un termociclador GeneAmp® PCR System

9700 con las siguientes condiciones indicadas en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de Temperaturas y ciclos en primera Reaccion PCR para

determinacion de género de Plasmodium

Condiciones Temperaturas
PCR CICLOS

Denaturacion | 95° C por 4 minutos 1 ciclo
95° C por 1 minuto
Alineamiento | 58° C por 2 minutos 30 ciclos
72° C por 2 minutos
Extensidn 72° C por 5 minutos 1 ciclo
4° C indefinidamente hasta el
uso

44



3.6 Electroforesis en geles de agarosa:

Se tomaron 10 pL de producto de PCR de la segunda reaccion y se afiadio 2L
de buffer de carga (loading buffer). Las muestras se colocaron en un gel de
agarosa al 2%. EIl voltaje empleado fue de 90 voltios por 80 minutos. Se
incluyeron controles positivos para P. falciparum and P. vivax y se utilizé un
marcador molecular (Fermentas) de 100 pb como referencia para la
identificacion del tamafio de los productos de PCR (patron de bandas del

marcador molecular en anexo 2).

Se utiliz6 una camara de electroforesis (GIBCO) con 2 peines de 14 pocillos
cada uno. El gel de agarosa se tifié por 30 minutos en una solucion de bromuro
de etidio a una concentracién de 0.12 ug/mL y se observé en el transiluminador

de luz UV (Bio-rad)

Para la identificacion del género Plasmodium se observara un producto de
tamafio de 1.2 Kilo bases (Kb) en la primera amplificacion. En la segunda
amplificacion PCR-Nested se identificaran las especies de Plasmodium, para la
identificacion de P. vivax se observara un producto de PCR de 120 pares de

bases (pb), para P. falciparum 205 pb y para P. malariae 144pb
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3.7 Ensayo de amplificacion de Microsatélites neutrales para

identificacion de polimorfismos de loci en Plasmodium vivax:

Se analizaron 6 microsatélites dinucleotidos polimérficos neutrales, los cuales

fueron identificados como los marcadores moleculares: V23, V24, V25, V28,

V30 y V33 (descripcion de microsatélites en Tabla 7 ,8 y 9).

En la amplificacién de estos microsatélites se utilizo una reaccion Semi-Nested

PCR, en la cual en la segunda reaccién de Semi-Nested PCR los primers

forward

estaran marcados fluorescentemente para la identificacion de los

diferentes tamafios de productos de PCR en el Secuenciador automéatico ABI

3130XL (Applied Biosystems).6

Tabla 7. Descripcion de marcadores microsatélites utilizados en la determinacion de la

variabilidad genética y estructura poblacional de P. vivax en la Costa norte del

Peru y Selva de Ecuador

Informacion de Microsatélites loci Plasmodium vivax
Codigo Marcador Ubicacion en Tamafio Tamafio Marcador
microsatelite Cromosoma Motivo minimo maximo fluorescente
V23 14.185 AT 262 290 VIC
V24 12.335 AT 155 197 VIC
V25 7.67 AT 100 134 VIC
V28 42771 AT 82 100 6FAM
V30 6.3 AC 136 166 PET
V33 3.35 AT 111 135 6FAM

Tabla 8.Secuencias de primers para amplificacion de Microsatélites loci en Plasmodium

vivax
Codigo
Marcador
microsatelite Primer externo Forward Primer Reverse Primer interno Forward
V23 ATGGTTTCTGTTGCCAGTT TTGTATTAACAATGGGCAGA | GCAGATATGCTGTCGAATTT
V24 TTAGTTCCAGCAAAACCTTC TTATAACCTTCGGGGTTTTT AAAAATGGAGACATGGAAGA
V25 ATGAGGTTTTCACGTTGTTC AAAATGCACCTCTTTCATTC AACAAATTGTGGGTAGATGC
V28 AAAAATAGGGAATTTTCGTT CGGAACTTTTATATCGCATC AATTGGTTTTTAATTGGGAAT
V30 CAAATCATGGTAGCCTCCTA GCTATGCATGTGTGGATGT TTAAGCTTCTGCATGCTCTT
V33 TGAGAGGAGCCTACTGTGAT GCCACAGGATGTACATAAGA | CCAAGTAGAGAAAGGGAAAA
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Tabla 9. Lista de primers utilizados para amplificacion de Microsatélites

CODIGOS DE
MARCADORES CODIGOS DE PRIMERS
Primers Primers
Primers forward reverse fluorescentes

V23 6146 6026 *6025
V24 6147 6028 *6027
V25 6148 6030 *6029
V28 6172 6036 *6035
V30 6174 6040 *6039
V33 6177 6046 *6045

* Primers fluorescentes

Los marcadores microsatélites utilizados se ubican en cromosomas diferentes.
El marcador microsatélite V23 se ubica en el cromosoma 14, V24 en el
cromosoma 12, V25 en el cromosoma 7, V28 en el cromosoma 4, V30 en el
cromosoma 6, y V33 en el cromosoma 3, estos microsatélites fueron descritos

previamente por Inwong et. al.3*

3.7.1Protocolo de amplificacion de Microsatélites neutrales para

identificacion de polimorfismos de loci en P. vivax:

Para la identificacion de los polimorfismos de loci en las muestras positivas a P.
vivax se utilizaron 6 microsatélites dinucleotidos. Se utilizO 2 reacciones de
amplificacion, una primera amplificacion PCR y posteriormente una segunda

amplificacion PCR (Semi-Nested PCR).

En la primera reaccién de amplificacién, se calcul6 el nimero de reacciones

utilizadas para la amplificacion de los microsatélites neutrales de las muestras
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positivas a P. vivax. Se utilizaron muestras controles positivas de P. vivax y
como muestra negativa a P. falciparum (confirmados por microscopia y PCR),
también se utilizO un blanco control para determinar presencia de
contaminantes en la reaccion.

Se utilizaron placas de PCR de 0.2 ml para cada reaccion de PCR y tubos de
1.5 ml para la preparacion de Master Mix. Previamente fueron irradiados por 10
minutos en una cabina de bioseguridad libre de contaminantes (ADN vy
productos de PCR) (Tabla 10). Las placas fueron marcadas respectivamente

para la identificacion de las muestras.

Se prepararon 6 Master mix para amplificacion de los 6 microsatélites neutrales
de P. vivax, se utilizé los volimenes y concentraciones indicadas en la Tabla
10.

Tabla 10. Reactivos PCR utilizados en la primera reacciéon PCR para identificacion de

polimorfismo de loci en P. vivax

Master Mix Volumenes
Master mix Promega 2X 5ul
Primers Forward (10uM) 1p
Primers Reverse (10uM) 1l
Agua grado-PCR 1l
DNA 2 ul
Volumen final 10 ul

Se agrego 8 pL de Master mix a una placa de PCR de 0.2 ml .Se agreg6 2ul de

ADN de las muestras a su correspondiente lugar en la placa marcada. La placa
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de PCR de 0.2 ml se colocd en un termociclador (GeneAmp® PCR System

9700) con las condiciones de temperaturas y ciclajes indicadas en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de Temperaturas y ciclos en primera Reacciéon PCR para

amplificaciéon de microsatélites neutrales

Condiciones Temperaturas
PCR CICLOS

Denaturacion | 95° C por 5 minutos 1 ciclo
94° C por 30 segundos
Alineamiento | 52° C por 30 segundos 25 ciclos
72° C por 30 segundos
Extension 72° C por 2 minutos 1 ciclo

4° C indefinidamente hasta el
uso

La segunda reaccion de amplificacion fue un Semi-Nested, se calculé el niumero
de reacciones utilizadas. Se utilizaron placas de PCR de 0.2 ml para cada
reaccion de PCR y tubos de 1.5 ml para la preparacion de Master Mix.
Previamente fueron irradiados por 10 minutos en una cabina de bioseguridad
libre de contaminantes (ADN y productos de PCR). Las placas fueron marcadas

respectivamente para la identificacion de las muestras.

Se preparon 6 Master mix para amplificacion de los 6 microsatélites neutrales
de P. vivax, se utilizaron primers internos forward marcados con fluoroforos, los
cuales fueron protegidos de la exposicion a la luz para evitar la degradacion de

los fluoroforos. El primer reverse es el mismo utilizado en la primera y segunda
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reaccion de PCR. Se utilizé los volimenes y concentraciones indicadas en la

Tabla 12.

Tabla 12. Reactivos PCR utilizados en la segunda reaccion PCR para identificacion de

polimorfismo de loci en P. vivax

Master Mix Volumenes

Master mix Promega 2X | 5 ul
Primers Forward (10uM) | 0.5 pl
Primers Reverse (10uM) | 0.5 ul

Agua grado-PCR 2 ul
Productos PCR 2 ul
Volumen final 10 pl

Se agreg6 8 uL de Master mix a la placa de PCR de 0.2 ml .Se agreg6é 2ul de
Producto de PCR de la primera amplificacion a su correspondiente lugar en la
placa marcada. La placa de PCR de 0.2 ml se coloc6 en un termociclador
(GeneAmp® PCR System 9700) con las condiciones de temperaturas y ciclaje

indicados en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones de Temperaturas y ciclos en segunda Reaccion PCR para

amplificaciéon de microsatélites neutrales

Condiciones Temperaturas
PCR CICLOS

Denaturacion | 95° C por 5 minutos 1 ciclo
94° C por 30 segundos
Alineamiento | 52° C por 30 segundos 25 ciclos
72° C por 30 segundos
Extensién 72° C por 2 minutos 1 ciclo

4° C indefinidamente hasta el
uso
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Los productos de PCR marcados con fluoroforos fueron guardados a 4° C y
protegidos de la exposicion a la luz hasta su procesamiento en el secuenciador

automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems).

3.8 Preparacion de productos de PCR marcados para el analisis de

microsatélites neutrales en secuenciador automatico ABI 3130XL

utiizando GeneScan™-350 ROX™ Size Standard:

Para la determinacion del tamafio de los alelos de los microsatélites neutrales
mediante el analisis en un secuenciador automatico ABI 3130XL (Applied
Biosystems), se utilizd el GeneScan™-350 ROX™ Size Standard (Applied
Biosystems) el cual es un marcador molecular interno para el uso de sistemas
de electroforesis de ADN basado en fluorescencia. El uso de un marcador
interno durante la electroforesis, permite que el andlisis de datos de ADN sea
automatizado y preciso al realizar comparaciones entre diferentes corridas de

electroforesis.

GeneScan™-350 ROX™ Size Standard est4 disefiado para la medicion de
fragmentos de ADN y su rango esta entre 35-350 pares de bases. Este provisto
de 12 fragmentos marcados de cadena simple de 35, 50, 75, 100, 139, 150,
160, 200, 250, 300, 340 y 350 (pb) (Figura 5). Cada fragmento de ADN esta

marcado con el fluoroforo ROX™, |os cuales podran ser observados al ser
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analizados en el secuenciador automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems)

mediante la formacién de picos al realizar los analisis de fragmentos.

180

350

340
300

200
20
160

150
122
100

50
75

i MM%JMWM»MMMMMWWLM

1430 1830 2230 2630 3030 3430 3830 4230 4630 030

Figura 5. Representacion grafica de GeneScan™-350 ROX™ Size Standard (Applied
Biosystems) , provisto de 12 fragmentos marcados de cadena simple de 35, 50,
75,100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340 y 350 pb

Se utilizé una placa de secuenciamiento de 96 pocillos. La cual estuvo rotulada

previamente dependiendo del lugar de asignacion de la muestras.

El GeneScan™-350 ROX™ Size Standard fue brevemente centrifugado para la
precipitacion de las gotas de reactivo en la parte superior de la tapa. El reactivo
Hi-Di Formamida (Applied Biosystems) fue descongelado previamente a
temperatura ambiente para su uso. Se prepar0 un Master mix con los

volumenes mostrados en la Tabla 14.
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Tabla 14. Reactivos utilizados para el analisis de productos de PCR en secuenciador
automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems)

Reactivos Volumenes
Hi-Di Formamide 9.2Ul
GeneScan™ 350 ROX™
Size Standard 0.8Ul
Volumen total 10uL

La preparacion del volumen del Master Mix dependié del nimero de muestras
utilizadas por placa de secuenciamiento. Los reactivos y las muestras se
protegieron de la exposicion a la luz para evitar la degradacion de los
marcadores fluoroforos.

Se agreg6 10 uL de Master mix por pocillo en la placa de secuenciamiento. Se
afadiéo 2 uL del producto de la segunda reaccion PCR de amplificacién de
microsatélites neutrales a los pocillos de la placa de secuenciamiento. La placa
de secuenciamiento fue analizada mediante un secuenciador automético ABI

3130XL (Applied Biosystems) para la identificacion de microsatélites neutrales.

3.9 Colecta de datos:

El tamafio de los productos de PCR fueron analizados en un secuenciador
automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems). Se procesaron las muestras
utilizando un capilar de 50 centimetros (Applied Biosystems) con polimero POP-
7 (Applied Biosystems) con un tiempo de procesamiento de 35 minutos. Los
tamafios de los fragmentos fueron analizados y determinados mediante el
software Gene Mapper v4.0. Los picos obtenidos menores a 100 unidades
relativas de fluorescencia (urf) fueron designados como ruido del ensayo. Los

picos mayores a 100 urf seran considerados como alelos verdaderos.
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3.10 Analisis de cuantificacion de variabilidad genética

La determinacion de variabilidad genética se realiz6 mediante el célculo del
indice de Heterocigocidad esperada (He).

He es la probabilidad de que, en un mismo locus, un par de alelos escogidos al
azar de la poblacion sean diferentes entre si, los valores de He estan en un
rango de 0-1, donde 0 significa que no existe diferencia alelica entre individuos
y 1 significa que todos los individuos poseen diferentes alelos en un locus.

He = [n/(n-1)][1-pi?]
Donde “n” es el numero total de alelos por locus, “pi” es la frecuencia del alelo

en la poblacién. He se calculé mediante el uso del software Arlequin v3.1.4°

3.11 Anadlisis de cuantificacion de estructura poblacional:

La medicion de la estructura poblacional se realiz6 utilizando el software
STRUCTURE v2.1 el cual emplea una aproximacién Bayesiana infiriendo un
namero de poblaciones (K) en una determinada poblacién, también mide la
probabilidad de que un individuo derive de una poblacion “K”.4

El software STRUCTURE v2.1 se ejecuté 20 veces variando el nimero de
poblaciones inferidas “K” de 1 a 10, con un periodo de burn-ins de 50000 con
150000 interacciones. Se utilizo admixture model. El nUmero mas probable de
poblaciones se obtuvo mediante el calculo de valores de AK, el valor mas alto
obtenido inferira un determinado namero de poblaciones, esta metodologia esta

descrita por Evanno et al.*?
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V) RESULTADOS:

4.1 Deteccion de P. vivax por PCR en muestras provenientes de la

Costa Norte del Peru vy Selva de Ecuador

Se utilizaron un total de 147 muestras provenientes de la Costa Norte del Peru
(Tumbes, n=37 y Piura, n=58) y la Selva de Ecuador (n=52).

Mediante la determinacion de especies de Plasmodium por PCR, se
determinaron 120 muestras positivas a P. vivax, 3 muestras positivas a P.
falciparum y 24 muestras fueron negativas a la deteccién de parasitos de

género Plasmodium (Tabla 15 y Figura 6).

Las muestras provenientes de Ecuador fueron obtenidas a partir de suero,

obteniéndose un total de 25 muestras positivas a P. vivax.

Las muestras provenientes de Tumbes fueron obtenidas del banco de ADN del
departamento de parasitologia del NAMRU-6, obtenidas a partir de sangre

periférica, obteniéndose un total de 37 muestras positivas a P. vivax.

Las muestras provenientes de Piura fueron obtenidas a partir papel filtro (11
muestras) y sangre periférica (47 muestras), obteniendo un total de 58
muestras positivas a P. vivax.

No se encontraron muestras con infecciones mixtas de P. falciparum y P. vivax.
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Tabla 15. Resultados de determinacion de especie de Plasmodium en muestras

provenientes de la Costa Norte del Pertl y la Selva de Ecuador mediante PCR

Especies de Plasmodium
Muestras
Plasmodium | Plasmodium | Plasmodium | Negativas
Lugar falciparum vivax malariae a Plasmodium

Ecuador-Puyo 3 25 0 27
Peru-Tumbes 0 37 0 0
Peru-Piura 0 58 0 0
Total 3 120 0 27

SPECATION ECUADOR 2010/8apt¥3

FSE?66  FSE7&F FSErf1  FSETR

F V M SERVAR V> '"F VM F V M

100 bp

LB ARRAEALA AR E AR
.

=

- i
-

P. falciparum

Figura 6. Resultados determinacion de especies de Plasmodium por PCR en gel de

Agarosa, en la parte derecha marcador molecular de 100bp
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4.2 Resultados del Andlisis de variabilidad genética mediante

marcadores Microsatélites en P. vivax:

En la determinacion de la variacién alelica de loci de las 120 muestras positivas

a P. vivax pertenecientes a la Costa Norte del Peri y Amazonia de Ecuador, se

utilizaron 6 microsatélites dinucleotidos polimérficos neutrales. Los resultados

de la identificacion de alelos en cada muestra se puede observar en el Anexo 1.

Cada uno de los microsatélites utilizados en este estudio estuvieron localizados

en 6 cromosomas diferentes de P. vivax.
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Referencia
Marcador
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Marcador
Microsatélite V23:

Alelo 270 bp

<
<

X 28376 ¥ 53] [Peak Data Point 4337 Size 26976 Height 367]

Figura 7. Representacion grafica de amplificacion del marcador microsatélites V23 en
secuenciador automatico ABI 3130XL (Applied Biosystems). Tamafio de pico

270 bp, 967 urf, alelo identificado 270
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4.3 Frecuencia de alelos en la Costa Norte de Pert y la Selva de

Ecuador:

Al analizar las 120 muestras pertenecientes a las localidades Pert (Tumbes y
Piura) y Ecuador (Puyo) se observo de 1 a 6 alelos por locus (Tabla 16).

No se observo la presencia de infecciones policlonales de P. vivax, en las 3
poblaciones estudiadas, al no encontrase mas de un alelo por locus en una
misma muestra procesada.

En la poblacion de P. vivax de Piura los marcadores microsatélites V23, V28,
V24 V30 y V25 fueron monomorficos. Al analizar el marcador microsatélite V33

no se observaron alelos presentes (Tabla 16).

En la poblacion de P. vivax en Tumbes, el nimero de alelos por locus
observados estuvieron en un rango de 1 a 3. Los marcadores microsatélites
V23, V28 y V24 resultaron ser monomorficos. En los marcadores microsatélites
V30, V25 y V33 se observaron 3 alelos en cada uno respectivamente (Tabla
16).

En la poblacion de P. vivax de la selva de Ecuador el nimero de alelos por
locus estuvieron en un rango de 4 a 6, observandose un alto polimorfismo. En
el marcador microsatélite V30 se registré la mayor cantidad de alelos (6 alelos).
Los marcadores microsatélites con menor cantidad de alelos fueron el V23 y
V28 con 4 alelos cada uno respectivamente. En el microsatélite V33 solo se
lograron identificar la presencia de alelos en 14 muestras de la 25 analizadas.
En las 11 muestras restantes no se observo ningun alelo verdadero al obtener

valores por debajo de 100 urf (Tabla 16)
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Tabla 16. Frecuencia de alelos en locus V23, V28, V30, V24, V25, V33 en Piura y Tumbes en
la Costa Norte de Peru, y Puyo en la Selva de Ecuador

Frecuencia de alelos

Locus

Alelos

Perd-Piura
(n=58)

Pert-Tumbes
(n=37)

Ecuador-Puyo
(n=25)
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4.4 |dentificacion de haplotipos en la Costa Norte del Pert y Selva

de Ecuador:

Se determind el nimero de haplotipos en las localidades de Pert (Tumbes y
Piura) y Ecuador (Puyo). La identificacion de los haplotipos se realizé utilizando

los marcadores microsatélites V23, V28, V24 V30 y V25.

La determinacion de haplotipos se observé mediante la presencia de alelos en
5 microsatélites utilizados en una misma muestra. El sexto marcador
microsatélite V33 no se incluyé en la determinacioén de haplotipos debido al alto

porcentaje de alelos ausentes.

En la Costa Norte del Peru se identificd 1 haplotipos en Piura y 3 haplotipos en

Tumbes. En Ecuador se identificaron 15 haplotipos en Puyo (Tabla 17).

En la Costa Norte del Peru se identificd 1 haplotipo en Piura (utilizando un total
de 58 muestras) y 3 haplotipos en Tumbes (utilizando un total de 37 muestras)

(Tabla 17).

Se observé en Tumbes un haplotipo idéntico al encontrado en la localidad de
Piura (5 muestras). Este haplotipo se observé presente especificamente en la
localidad de Zarumilla en Tumbes, la cual se encuentra cercana a la frontera

con Ecuador (15 kilbmetros).
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En la Selva de Ecuador se identificaron 15 haplotipos en 20 muestras
analizadas, en las restantes 5 muestras no se observaron alelos en mas de 1
marcador microsatélites con lo cual no se incluyeron en el andlisis de
haplotipos.

Ningun alelo presente en Tumbes o Piura se encontré en la localidad de la

Selva de Ecuador (Tabla 17).

Tabla 17. Haplotipos presentes en la Selva de Ecuador y la Costa Norte del Pert utilizando

microsatélites polimérficos neutrales V23, V28, V24 V30 y V25.

Marcadores Microsatélites
Cédigo de

Lugar Haplotipo V23 | V28 | V30 | V24 | V25
Peru-Piura H1l 270 85 149 162 | 105
Perd-Tumbes H2 270 85 157 | 162 | 101
Perd-Tumbes H1 270 85 149 | 162 | 105
Pera-Tumbes H3 270 85 154 | 162 98
Ecuador-Puyo H4 272 85 144 160 | 101
Ecuador-Puyo HS5 270 87 144 162 | 105
Ecuador-Puyo H6 270 85 140 160 | 101
Ecuador-Puyo H7 270 85 144 164 | 115
Ecuador-Puyo H8 272 | 103 | 149 160 | 101
Ecuador-Puyo H9 275 85 134 160 | 101
Ecuador-Puyo H10 275 85 144 | 160 | 101
Ecuador-Puyo H11 272 | 103 | 149 | 162 | 109
Ecuador-Puyo H12 275 85 149 | 160 | 101
Ecuador-Puyo H13 275 85 134 | 166 | 101
Ecuador-Puyo H14 270 85 144 | 160 | 101
Ecuador-Puyo H15 270 95 154 160 95
Ecuador-Puyo H16 270 85 144 | 164 | 109
Ecuador-Puyo H17 270 85 149 | 160 | 101
Ecuador-Puyo H18 272 85 152 | 164 | 101
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4.5 Analisis de variabilidad genética:

El andlisis de variabilidad genética de P. vivax en la Costa Norte de Peru
(Tumbes y Piura) y la Selva de Ecuador (Puyo) se realiz6 mediante el software
Arlequin v3.1 con el cual se determind el indice de Heterocigocidad esperada

(He).

45.1 Medicion del indice de Heterocigocidad en la Costa norte del

Peru vy la Selva de Ecuador:

En la poblacion de P. vivax en Piura se observo variabilidad genética nula, los
marcadores microsatélites V23, V28, V30, V24, V25 y V33 fueron monomaorficos

con una medicién de He=0 ( Tabla 18).

En la poblaciéon de P. vivax en Tumbes se observéd baja variabilidad genética,
con He= 0.30-0.32. Los marcadores microsatélites V30 (He= 0.30) y V25 (He=
0.32) fueron polimérficos. Los marcadores microsatélites V23, V28 y V24 fueron
monomoérficos con He=0. En la localidad de Tumbes se identificé la presencia
de polimorfismos en el marcador microsatélites V33; pero con una baja

variabilidad genética (He= 0.12) (Tabla 18).

En la poblaciébn presente en la selva de Ecuador se observd una alta
variabilidad genética con indices de He=0.43-0.7. Los marcadores
microsatélites con valores mas altos de He fueron V23 (He= 0.70), V30 (He=
0.69) y V24 (He= 0.64). Los marcadores microsatélites con mas bajos valores

de He fueron V28 (He= 0.43) y V25 (He= 0.51). El marcador microsatélite V33
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no se incluyd en el analisis de He debido a la falta de alelos en el 44% del total

de las muestras analizadas (Tabla 18).

Al analizar el He de la poblacion proveniente de la Selva de Ecuador junto con
la poblacion de la Costa Norte del Peru, los marcadores microsatélites con los
valores mas altos entre estas dos regiones fueron V30 (He= 0.60) y V25 (He=

0.53) (Tabla 18).

Tabla 18. Analisis de variabilidad genética de P. vivax en la Costa norte del Peru y selva de
Ecuador mediante He, utilizando el software Arlequin V3.1

Medicion de He
Marcadores Microsatélites
V23 V28 V30 V24 V25 V33
PERU-Piura 0 0 0 0 0O | ----
PERU-Tumbes 0 0 0.30 0 0.32 0.12
ECUADOR -Puyo 0.70 0.43 0.69 0.64 051 | ----
ECUADOR-PERU 0.21 0.11 0.60 0.31 053 | ----
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4.5.1.1 Medicion de He en la Selva de Ecuador vy la Costa Norte

Peru por anos

Se determind la variabilidad genética de P. vivax en la Costa Norte del Peru y
Selva de Ecuador por afio de toma de muestra.

En la localidad de Piura al promediar los valores de He de los marcadores
microsatélites V23, V28, V24 V30 y V25, en los afios 2008, 2009 y 2010 no se
observaron diferencias significativas. Se observd una nula variabilidad genética
de P. vivax con valores de He=0, todos los alelos observados en estos periodos

resultaron ser monoformicos en esta poblacion (Tabla 19).

Tabla 19. Andlisis de variabilidad genética de P. vivax en Pert (Piura) en los afios
2008, 2009 y 2010 mediante He utilizando el software Arlequin V3.1

He
Promedio de
Marcador Piura Piura Piura Marcador
Microsatélite 2008(n=14) | 2009(n=39) | 2010(n=5) por afiios
V23 0 0 0 0
V28 0 0 0 0
V30 0 0 0 0
V24 0 0 0 0
V25 0 0 0 0
Promedio por
marcadores por
afno 0 0 0

En la localidad de Tumbes al promediar los valores de He de los marcadores
microsatélites V23, V28, V24 V30 y V25, en los afios 2008 y 2009 se observo
una baja variabilidad genética con un ligero aumento de He, del afio 2008

He=0.1 al ano 2009 He=0.2.
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En la medicion de los valores promedio de He por cada marcador microsatélite
obtenidos entre los afios 2008 y 2009 se observaron los valores mas altos en
V30 (He=0.38) y V25 (He=0.42). La presencia de alelos monomorficos (V23,
V28 y V24) afectaron considerablemente los valores He en la poblacion de P.

vivax en Tumbes (Tabla 20).

Tabla 20. Analisis de variabilidad genética de P. vivax en Per(i (Tumbes) en los
afos 2008 y 2009, mediante He utilizando el software Arlequin V3.1

He
Promedio de
Marcador Tumbes Tumbes Marcador por
Microsatelite 2008(n=33) | 2009(n=4) afos
V23 0 0 0
V28 0 0 0
V30 0.23 0.53 0.38
V24 0 0 0
V25 0.27 0.57 0.42
Promedio por
marcadores por
ano 0.1 0.2

En la selva de Ecuador se observé una alta variabilidad genética de P. vivax al
promediar el He de los marcadores microsatélites V23, V28, V24 V30 y V25,
también se observd que los valores de He se mantuvieron constantes en los
afnos 2001, 2002 y 2003 obteniéndose valores de He entre 0.53 y 0.57.

En la medicion de los valores promedio de He por cada marcador microsatélite
obtenidos entre los afios 2001 y 2004 se observaron los valores mas altos en

V23 (He=0.58) y V30 (He=0.58) (Tabla 21).
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En la poblacion de P. vivax colectada en el afio 2004 se observaron valores

bajos de He al promediar los marcadores microsatélites V23, V28, V24 V30 y

V25, el numero de muestras afecté considerablemente este andlisis (Tabla 21).

Tabla 21. Analisis de variabilidad genética de P. vivax Ecuador (Puyo) entre los afios 2001

y 2004, mediante He utilizando el software Arlequin V3.1

He
Promedio
de

Marcador Ecuador | Ecuador Ecuador Ecuador | Marcador
Microsatélite [ 2001(n=4) | 2002(n=7) | 2003(n=11) | 2004(n=3) | por afios

V23 0.66 0.66 0.52 0.48 0.58

V28 0.5 0.43 0.33 0.48 0.43

V30 0.5 0.65 0.69 0.48 0.58

V24 0.5 0.48 0.71 0.48 0.54

V25 0.5 0.48 0.6 0 0.39
Promedio total

de
marcadores

por afio 0.53 0.54 0.57 0.38
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4.6 Analisis de Estructura Poblacional en la Costa Norte del Peru vy

Selva de Ecuador:

Se determind la estructura poblacional de la Costa Norte del Peru (Tumbes y
Piura) y la Selva de Ecuador (Puyo) mediante el software STRUCTURE v2.1.

Se determiné el numero de poblaciones K mediante el calculo de los valores de
AK, infiriendo un nimero de poblaciones “K” desde K=1 hasta K=10. El valor
mas alto obtuvo un AK =145.4 al inferir un nimero de poblaciones K=3,
mediante este resultado se determiné la existencia de 3 poblaciones

completamente diferenciadas entre si. (Figura 8)
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Figura 8. Representacion grafica de analisis de estructura poblacional mediante
el calculo de valores AK. Numero de poblaciones identificadas K=3, utilizando

software STRUCTURE v2.1.
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En la determinacion de la estructura poblacional mediante la representacion de
ploteo de barras de las poblaciones estudiadas, se observé graficamente a
cada muestra representada por una barra vertical coloreada de acuerdo al
namero de poblaciones “K” asumidas. Cada color represent6é una poblacion, la
proporcién del segmento coloreado en la barra mostro la proporcion en la cual
cada individuo pertenece a una determinada poblacién previamente inferida.

(Figura 9)

En la parte inferior de las barras se observa la numeracién de las muestras
utilizadas en el estudio. Las muestras de la selva de Ecuador comprenden de la
muestra 1 al 25, Tumbes de 26 a 62 y Piura de 63 al 120.(Figura 9)

Al asumir la poblacibn K=3, se observaron 3 poblaciones altamente
diferenciadas. El mismo numero de poblaciones se observé al inferir

poblaciones K=5 y K=10.(Figura 9)

El nUmero de poblaciones inferidas K=3 guardan correlacién con el nimero de
poblaciones de P. vivax utilizadas en el estudio. Una primera poblacion
perteneciente a Ecuador, una segunda poblacién perteneciente a Tumbes y una

tercera poblacion perteneciente a Piura.

En la poblacion de Tumbes se observan individuos pertenecientes de las

poblacidnes de Piura (5 individuos) y Ecuador (1 individuo).(Figura 9)
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Figura 9. Representacion grafica de ploteo de barras de estructura poblacional de
Ecuador, Tumbes y Piura. Infiriendo poblaciones K= 3, 5y 10 utilizando
software STRUCTURE v2.1.
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V) DISCUSION:

En el presente estudio se describe el uso de 6 microsatélites dinucleotidos
polimorficos neutrales (V23, V28, V30, V24, V25 y V33) con el objetivo de
determinar la variabilidad genética y estructura poblacional de pacientes
infectados con P. vivax provenientes de la Costa Norte del Pert (Tumbes vy

Piura) y Selva de Ecuador (Puyo).

Los marcadores microsatélites utilizados en el presente estudio no se
encuentran ubicados en regiones antigénicas en las cuales la presion de
seleccién causada por accion de la respuesta inmune produciria un sesgo en el
analisis de la poblacion estudiada. Estos microsatélites poseen la caracteristica
de ser neutrales al estar ubicados en regiones no codantes en el ADN con lo
cual no estan sujetos a presidn de seleccion por la respuesta inmune del
hospedero humano, lo cual constituye una caracteristica importante en el

estudio de variabilidad genética y estructura poblacional de P. vivax.34

Estos 6 marcadores microsatélites fueron utilizados previamente por Imwong et.
al. en el afio 2006, con el objetivo de determinar la variabilidad genética de P.
vivax en los paises de Tailandia, India y Colombia. Todos los marcadores
microsatélites utilizados en este estudio resultaron ser polimorficos al
encontrarse de 7 a 18 alelos por locus registrando altos indices de He
(Colombia He=0.64, India He=0.76, Tailandia He=0.77). El alto grado de
polimorfismo encontrado en estos paises mediante el uso de estos

microsatélites fue determinante para su utilizacion en el presente estudio.3°
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En el presente estudio los resultados obtenidos del anadlisis de variabilidad
genética (He) mostraron diferencias significativas al comparar las poblaciones

de la Selva de Ecuador (Puyo) y la Costa Norte del Pert (Tumbes y Piura).

En la poblacion de P. vivax presente en la Costa Norte del Pert se observaron
bajos niveles de variabilidad genética. En Piura se observé una poblacion
altamente homogénea con nula variabilidad genética, los marcadores
microsatélites V23, V28, V30, V24, V25 y V33 fueron monomdérficos con una
medicion de He=0. En Tumbes se observo una baja variabilidad genética, con
niveles de He entre 0.30-0.32, solo 2 microsatélites fueron polimorficos (V25 y
V30).En contraste con lo hallado en la Costa Norte del Perq, en la poblacion de
P. vivax presente en la Selva de Ecuador-Puyo se determind un alto grado de
polimorfismo en los 6 marcadores microsatélites, observandose alta variabilidad
genética con valores de He=0.43-0.7 por locus. Los datos obtenidos muestran
una poblacién de P. vivax altamente heterogénea. El grado de variabilidad
genética obtenido en esta poblacion es comparable con otras poblaciones de P.
vivax presentes en regiones de Selva Amazoénica de Perl, Colombia y Brasil

ubicadas en Sudamérica e India y Tailandia ubicadas en Asia.3536:37,38,39

El tiempo de coleccion de muestras y los afios en los cuales se colectaron las
muestras utilizadas en el presente estudio variaron en las 3 localidades
utilizadas. En la poblacion de P. vivax presente en Piura no se observaron
variaciones significativas de valores de He entre los afios 2008 y 2010,
observandose una variabilidad genética nula (He=0). En la poblacién de P.

vivax en Tumbes se observd un ligero incremento en los valores de He entre el
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afio 2008 y 2009 (de 0.1 a 0.2), este incremento fue debido a la presencia de un
haplotipo similar a los encontrados en la selva de Ecuador (probablemente un
caso importado), con lo cual se veria afectada la variabilidad genética propia de
Tumbes. Se observo una alta variabilidad genética constante en Ecuador entre
los afios 2001-2003 (He=0.53-0.57), en el afio 2004 se observé un bajo valor de
variabilidad genética (He=0.38). La disminucion He en el afio 2004 es debido al

numero de muestras utilizadas, en este caso fueron solo 3 muestras.

En la region de la Selva Latinoamericana, en el Nor-Oeste de Brasil se han
realizado estudios longitudinales con el objetivo de determinar la variacién de la
variabilidad genética e identificacion de haplotipos similares entre diferentes
periodos de tiempo (1999 y 2005), mediante este analisis se pudo observar que
los altos niveles de variabilidad genética se mantuvieron constantes (1999
He=0.8 y 2005 He=0.7). Por otro no se observaron haplotipos comunes entre
estos periodos de tiempo, con lo cual se puede afirmar que las poblaciones de
P. vivax presentes en la amazonia de Brasil estan en constante movimiento lo
cual favoreceria el alto grado de la variabilidad genética presente en una

determinada localidad.3°

En el presente estudio en Ecuador se observo una alta variabilidad genética
constante y solo se encontré 1 haplotipo similar (6 % del total de haplotipos)
entre los diferentes afios de toma de muestra, este haplotipo fue observado
entre los aflos 2003 y 2004. Este resultado es similar al encontrado en la Selva
de Brasil, lo cual indicaria que las poblaciones de P. vivax presentes en la Selva

de Ecuador también estarian en constante movimiento (identificacion de
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haplotipos en Anexo3). En la Costa Norte se logré observar la presencia
constante de los haplotipos propios de Tumbes presente en los afios 2008-2009
y el haplotipo en Piura encontrado entre los afios 2008-2010, con lo cual se
podria afirmar que la dinAmica movilizacion de las poblaciones de P. vivax en
estos periodos de tiempo estaria confinada solo a estas 2 localidades de la

Costa Norte Peruana (Anexo 1).

El nimero de muestras colectadas en un determinado tiempo y espacio afectan
considerablemente el andlisis de variabilidad genética en poblaciones altamente
polimérficas como las encontradas en Ecuador. En poblaciones con bajos
niveles de variabilidad genética como las encontradas en Tumbes y Piura la
disminucién en el nimero de muestras y el diferente tiempo de colecta no
afectaron significativamente los valores de He en el presente estudio. En el
presente estudio se utiliz6 un numero representativo de muestras en Tumbes
(n=37) y Piura(n=58) para minimizar el sesgo en los valores de He. En el caso
de Ecuador se observd una variacion significativa en los valores de He al tener
un numero de muestras reducida. En futuros andlisis se deberian de tomar en
cuenta estos aspectos para evitar sesgos en el analisis de He tanto en
poblaciones altamente polimérficas (como las de la Amazonia Latinoamericana)

y monomorficas (como las encontradas en la Costa Norte del Peru).

Los resultados obtenidos en la determinacion de la estructura poblacional

utilizando software STRUCTURE v2.1 son comparables con la distribucion de

haplotipos presentes en las 3 localidades estudiadas.
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En la poblacion de P. vivax en Piura se determiné la presencia de un haplotipo
caracteristico, predominante en esta localidad, el andlisis de estructura

poblacional también determindé la presencia de solo una poblacion.

En la poblacion de P. vivax en Tumbes se observo un haplotipo predominante
caracteristico perteneciente solo a la localidad de Tumbes, también se observo
la presencia de otros 2 haplotipos, uno de ellos perteneciente a la localidad de
Piura y el otro no identificado en las localidades de Tumbes y Piura pero similar
a los encontrados en Ecuador. En los resultados obtenidos mediante el analisis
de estructura poblacional se observé una poblacién, con la presencia de una
sub-poblacion perteneciente a Piura y un individuo con una similaridad de un

80% a los encontrados en la localidad de Ecuador.

En la poblacion de Puyo-Ecuador se determind la presencia de 15 haplotipos,
los cuales no fueron observados en la poblacibn de Tumbes y Piura. Estos
datos obtenidos son similares a los encontrados mediante el andlisis de
estructura poblacional, en el cual se puede observar en Ecuador una poblacién
totalmente diferentes a las poblaciones de P. vivax en encontradas en Tumbes

y Piura en Peru.

Al ser comparadas la distribucion de haplotipos y la estructura poblacional de
las poblaciones de P. vivax en la Costa Norte del Peri y Selva de Ecuador, se
determind la presencia de 3 poblaciones, con una sub-poblacion presente en la

localidad de Tumbes, lo cual indicaria que Tumbes seria la localidad en la cual

75



ocurre una fuerte interaccién entre las poblaciones de P. vivax situadas en la

Costa Norte del Peru.

La presencia de una sub-poblacibn en Tumbes con idéntico haplotipo
identificado en Piura entre los afios 2008 y 2009, sugiere un flujo poblacional
unidireccional de Piura a Tumbes en este periodo. Esta caracteristica es
apoyada al no encontrarse poblaciones de P. vivax provenientes de Tumbes en

la localidad de Piura durante este periodo.

En estudios de variabilidad genética realizados en la Amazonia de Pera y Brasil
también se logro determinar la presencia de sub-poblaciones de P. vivax entre
localidades cercanas lo cual es evidencia de fuertes interacciones
poblacionales. En el presente estudio esta caracteristica fue observada en la
poblaciones de P. vivax en la Costa Norte del Pera, en Tumbes se observo una
zona de confluencia de poblaciones provenientes de otra localidad, en este
caso las provenientes de la localidad de Piura. Con lo cual se puede afirmar
que la sub-poblacion presente en Tumbes es derivada de la poblacion presente

en Piura38:39

La ubicacion geografica de estas 3 localidades juegan un rol importante en la
interaccidn entre las poblaciones de P. vivax. La distancia entre los centros de
salud de la Costa Norte del Peri ubicadas en Tumbes y Piura es de 100 Km, la
cercania entre estas 2 localidades propiciarian la interaccion tanto de las
poblaciones de personas infectadas con P. vivax e insectos vectores. El flujo

migratorio de personas hacia la Costa Norte del Pera es propiciado por diversos
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cambios economicos, politicos y sociales los cuales influyen de manera
considerable a la transmision de la enfermedad. Una de la causas de la
migracion de personas de Piura a Tumbes seria debido a la realizacion de
actividades comerciales y agricolas (cultivos de arroz) las cuales serian de gran
riesgo debido a la propagacion de reservorios humanos infectados los cuales
llevarian consigo poblaciones de P. vivax a nuevas localidades modificando de
esta forma la variabilidad genética y estructura poblacional de una determinada

zona como lo observado en el presente estudio en la localidad de Tumbes.*3

Las distancias entre el centro de salud de Puyo en la Selva de Ecuador y los
centros de salud de Tumbes y Piura son de 250 Km y 350 Km respectivamente.
La presencia de barreras geogréaficas como la Cordillera de los Andes entre la
Selva Amazénica de Ecuador y la Costa Norte del Pert impediria de forma
significativa la migracion de los vectores anofelinos entre estas 2 regiones. Por
otro lado la migracién de las personas infectadas con poblaciones de P. vivax
provenientes de Selva de Ecuador hacia la Costa Norte del Pert promoverian la
interaccion y transmisién de parasitos entre estas 2 regiones. La presencia de
una poblacién (una muestra) de P. vivax en Tumbes similar a las encontradas
en la Selva de Ecuador, seria resultado de un caso importado de la Selva
Ecuatoriana al encontrarse en muy baja frecuencia en comparacion con las
otras poblaciones caracteristicas identificadas en la Costa Norte Peruana e

identificado previamente en Ecuador en el afio 2003.

Por otro lado mediante el uso de los marcadores microsatélites se pudo

identificar si las muestras de los pacientes infectados con P. vivax presentaron
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mas de una clona de parasitos en una misma muestra. La identificacion de los
alelos tuvo como requerimiento un numero minimo de 100 urf, valores menores
a 100 urf fueron determinados como ruido del ensayo. En este estudio no se
encontraron mas de 1 alelo en un mismo marcador microsatélite por muestra
analizada, por lo cual no se detectaron infecciones policlonales de P. vivax en
las muestras de la Selva de Ecuador (Puyo) y la Costa Norte del Pert (Tumbes
y Piura), estos resultados obtenidos en el presente estudio son inusuales en
comparacion con el alto porcentaje de infecciones policlonales por P. vivax en
la Amazonia Peruana en la que se determindé de 10% a 60% de infecciones
policlonales, en la Amazonia de Brasil 50% de infecciones policlonales y en la

Amazonia de Colombia un 40% de infecciones policlonales.36:37:38.39

En los esquemas de salud actuales la falla del tratamiento de P. vivax es
controlada con cambios en el esquema de tratamiento, los cuales en algunas
ocasiones suelen tener efectos adversos en los pacientes. La falla del
tratamiento puede deberse a 2 condiciones, la primera es una recaida debido a
la reactivacién de una cepa de P. vivax en estado latente proveniente de una
infeccion previa. La segunda es debida a la infeccion de una nueva cepa de P.

vivax diferente a la cual se estuvo tratando al paciente en la infeccion inicial.

La identificacion de genotipos mediante el uso de microsatélites neutrales es de
suma importancia para elucidar la causa de la falla al tratamiento. Mediante el
uso de microsatélites neutrales se identificaria el genotipo de P. vivax causante
de la infeccion inicial, posteriormente si se produjese una recaida en el

tratamiento se podria identificar el genotipo mediante un nuevo analisis de
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microsatélites el cual revelaria si la recaida seria debida a una activacion del
parasito de un estadio latente el cual seria identificado con el mismo genotipo
de la infeccion inicial. Por otro lado si se identificase en la falla del tratamiento
un genotipo diferente al encontrado en la infeccion inicial se confirmaria la

infeccién por un nuevo genotipo de P. vivax.*

La caracterizacién de genotipos de poblaciones de P. vivax en la Costa Norte
del Pert y la Selva de Ecuador ayudarian a una posterior identificacion de
poblaciones de P. vivax asociadas a falla en el tratamiento y a cuadros clinicos
severos. De esta forma se podrian implementar tratamientos mas especificos
no solamente tomando en cuenta el cuadro clinico del paciente sino también

tomando en cuenta el genotipo del parasito causante de la infeccion.
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VI) CONCLUSIONES:

e Las poblaciones de P. vivax estudiadas en la Costa Norte del Pera y la
Selva de Ecuador presentaron diferencias significativas en los niveles de
variabilidad genética. En la poblacion de P. vivax en la Costa Norte del
Perl se observo bajos niveles de variabilidad genética, estos niveles son
inusuales en comparacién con otras zonas endémicas de P. vivax
presentes en la region latinoamericana donde se observan altos niveles

de variabilidad genética.

e La poblacion de P. vivax de la Selva de Ecuador mostro altos niveles de
variabilidad genética, similares a los obtenidos en estudios previos en

zonas de la Amazonia del Pert, Colombia y Brasil.

e La determinacién de la estructura poblacional revelo la existencia de tres
poblaciones diferenciadas de P. vivax, dos pertenecientes a la Costa

Norte del PerG y una a la Selva de Ecuador.

e EIl haplotipo de Piura colectado en los afios 2008-2009, presente en la
localidad de Tumbes y la falta de poblaciones de P. vivax propias de
Tumbes en Piura sugiere la existencia de un flujo poblacional

unidireccional de Piura hacia Tumbes.

e La presencia de un haplotipo identificado en Tumbes colectado en el

afio 2008 con alta similaridad a los identificados en Puyo colectado en el
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afio 2003, seria producto de un caso importando proveniente de la selva
ecuatoriana. No se observo la presencia de haplotipos en comln entre
las poblaciones de P. vivax presentes en Piura y Puyo, lo cual indicaria
una ausencia de flujo poblacional de las macro-regiones de la Costa

Norte de Peru y la Selva de Ecuador.

FUTUROS ESTUDIOS:

En zonas como Piura, la cual se caracteriza por presentar un Unico genotipo
claramente identificado, se podrian realizar posteriormente estudios de
vigilancia de la dinamica de introduccion de nuevas poblaciones de P. vivax

provenientes de regiones cercanas o casos importados de regiones alejadas.

Con la finalidad de identificar otras rutas de migracion poblacional de P. vivax
entre la costa norte peruana y Ecuador, en futuros estudios se deberian incluir
muestras de poblaciones de P. vivax provenientes de la region de la Costa sur
de Ecuador, la cual tiene un contacto directo con la region de la Costa norte
Peruana al no presentar barreras geograficas las cuales evitarian el flujo

poblacional entre estas 2 regiones.
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ANEXO |

Identificacion de Alelos en la Costa Norte de Perd y Selva de Ecuador:

cadigos:

Muestras con codigos FSE provenientes de Ecuador, pertenecientes al estudio
“Surveillance and Etiology of Acute Febrile Diseases in Ecuador and Honduras”
(Codigo: NMRCD.2001.0002) colectadas en el Hospital Militar de Puyo y

Hospital Vozandes en Quito Ecuador, entre los afios 2001-2004.

Muestras con codigos FST provenientes de Tumbes, pertenecientes al estudio
“Surveillance and Etiology of Acute Febrile lllness in Peru”.(Codigo
NMRCD.2000.0006) entre los afios 2008-2009.

Muestras con codigos MDP y FRY provenientes de Piura, pertenecientes al
estudio “Infectivity of Anopheles albimanus with Plasmodium vivax for use in
human clinical vaccine studies (Codigo: NMRCD.2008.0004) entre los afios
2008-2010.

*9= Alelo no determinado (alelo no amplificado por PCR o tamafio de pico en

analisis por Gene mapper V4.0 menor a 100urf)

Marcadores Microsatélites
Ano de
CODIGOS | coleccion Lugar V23 |V28|V30|V24 |V25]|V33
FSE-098 2001 ECUADOR-Quito 272 | 85 | 144 | 160 | 101 | 132
FSE-505 2001 ECUADOR-Puyo 270 | 87 | 144 | 162 | 105 | 9
FSE-529 2001 ECUADOR-Puyo 270 | 85 | 140 | 160 | 101 | 9
FSE-564 2001 ECUADOR-Puyo 272 | 85 | 144 | 160 | 101 | 120
FSE-692 2002 ECUADOR-Puyo 270 | 85 | 144 | 164 | 115 | 136
FSE-567 2002 ECUADOR-Puyo 272 | 103 | 149 | 160 | 101 | 120
FSE-576 2002 ECUADOR-Puyo 275 | 85 | 134 | 160 | 101 | 9
FSE-591 2002 ECUADOR-Puyo 272 | 85 | 144 | 160 | 101 | 9
FSE-607 2002 ECUADOR-Puyo 275 | 85 | 144 | 160 | 101 | 9
FSE-661 2002 ECUADOR-Puyo 272 | 103 | 149 | 162 | 109 | 120
FSE-664 2002 ECUADOR-Puyo 275 | 85 | 149 | 160 | 101 | 134
FSE-699 2003 ECUADOR-Puyo 275 | 85 | 134 | 166 | 101 | 9
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FSE-704 2003 ECUADOR-Puyo 270 85 144 160 101 9

FSE-738 2003 ECUADOR-Puyo 273 85 134 | 158 9 125
FSE-745 2003 ECUADOR-Puyo 270 95 154 | 160 95 9

FSE-744 2003 ECUADOR-Puyo 270 95 149 9 9 125
FSE-753 2003 ECUADOR-Puyo 273 85 134 | 158 9 125
FSE-762 2003 ECUADOR-Puyo 273 9 144 9 9 9

FSE-763 2003 ECUADOR-Puyo 270 85 144 | 164 | 109 | 125
FSE-778 2003 ECUADOR-Puyo 270 85 149 | 160 | 101 | 125
FSE-780 2003 ECUADOR-Puyo 270 85 144 | 164 | 109 | 125
FSE-767 2003 ECUADOR-Puyo 270 85 144 | 160 | 101 9

FSE-792 2004 ECUADOR-Puyo 272 85 152 | 164 | 101 | 118
FSE-798 2004 ECUADOR-Puyo 270 95 144 | 164 9 118
FSE-809 2004 ECUADOR-Puyo 270 85 144 | 160 | 101 9

FST-1122 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1123 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1802 2009 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1629 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 149 162 | 105 | 112
FST-1636 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1678 2009 Tumbes-Zarumilla 270 85 149 162 | 105 9

FST-1134 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1220 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1271 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1360 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1372 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1460 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1472 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1474 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1379 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 | 101 | 118
FST-1381 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1413 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1416 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1424 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 101 118
FST-1427 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 162 101 118
FST-1449 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1451 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1494 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 149 | 162 | 105 9

FST-1495 2008 Tumbes-Zarumilla 9 9 9 162 105 127
FST-1497 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 149 162 105 9

FST-1526 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1569 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 154 | 162 98 118
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FST-1574 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1500 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1532 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1537 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1577 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1626 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1633 2008 Tumbes-Zarumilla 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1656 2008 Tumbes-Pampa grande 270 85 157 | 162 | 101 | 118
FST-1682 2009 Tumbes-Zarumilla 270 85 149 | 162 | 105 9
FST-1720 2009 Tumbes-Zarumilla 270 85 9 162 | 101 | 118
MDP-0001 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0002 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0003 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0004 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0005 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0006 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0007 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0008 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0009 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0010 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
MDP-0011 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0012 2010 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MDP-0013 2010 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
MPD-014 2010 PIURA-Bellavista 270 9 149 | 162 | 105 9
MPD-015 2010 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
MPD-016 2010 PIURA-Bellavista 270 9 149 | 162 | 105 9
FRY-001 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-002 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-004 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 9 105 9
FRY-005 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
FRY-006 2008 PIURA-Bellavista 270 9 149 9 105 9
FRY-007 2008 PIURA-Bellavista 270 9 149 | 162 | 105 9
FRY-008 2008 PIURA-Bellavista 270 9 149 | 162 | 105 9
FRY-009 2008 PIURA-Bellavista 270 9 9 9 105 9
FRY-010 2008 PIURA-Bellavista 9 9 9 162 | 105 9
FRY-011 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-012 2008 PIURA-Bellavista 9 85 149 162 105 9
FRY-013 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
FRY-014 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-015 2008 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-016 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
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FRY-017 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
FRY-018 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-019 2009 PIURA-Bellavista 9 85 149 | 162 | 105 9
FRY-020 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-021 2009 PIURA-Bellavista 270 9 149 162 105 9
FRY-022 2009 PIURA-Bellavista 9 85 9 162 | 105 9
FRY-023 2009 PIURA-Bellavista 9 9 149 9 105 9
FRY-024 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-025 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-026 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-027 2009 PIURA-Bellavista 9 9 149 | 162 | 105 9
FRY-028 2009 PIURA-Bellavista 9 9 149 | 162 | 105 9
FRY-029 2009 PIURA-Bellavista 9 85 149 9 105 9
FRY-030 2009 PIURA-Bellavista 270 9 149 | 162 | 105 9
FRY-031 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-032 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-033 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-034 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-035 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-036 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-037 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
FRY-038 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-039 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
FRY-040 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 9 105 9
FRY-041 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
FRY-042 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 162 105 9
FRY-043 2009 PIURA-Bellavista 270 85 149 | 162 | 105 9
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ANEXO I

Codigo Afo Lugar Haplotipo V23 V28 V30 V24 V25
FSE-098 2001 ECUADOR-Quito 1 272 85 144 160 101
FSE-505 2001 ECUADOR-Puyo 2 270 87 144 162 105
FSE-529 2001 ECUADOR-Puyo 3 270 85 140 160 101
FSE-692 2002 ECUADOR-Puyo 4 270 85 144 164 115
FSE-567 2002 ECUADOR-Puyo 5 272 103 149 160 101
FSE-576 2002 ECUADOR-Puyo 6 275 85 134 160 101
FSE-607 2002 ECUADOR-Puyo 7 275 85 144 160 101
FSE-661 2002 ECUADOR-Puyo 8 272 103 149 162 109
FSE-664 | 2002 ECUADOR-Puyo 9 275 85 149 160 101
FSE-699 | 2003 ECUADOR-Puyo 10 275 85 134 166 101
FSE-704 | 2003 ECUADOR-Puyo 11 270 85 144 160 101
FSE-745 2003 ECUADOR-Puyo 12 270 95 154 160 95
FSE-763 | 2003 ECUADOR-Puyo 13 270 85 144 164 109
FSE-778 2003 ECUADOR-Puyo 14 270 85 149 160 101
FSE-780 | 2003 ECUADOR-Puyo 13 270 85 144 164 109
FSE-767 2003 ECUADOR-Puyo 11 270 85 144 160 101
FSE-792 2004 ECUADOR-Puyo 15 272 85 152 164 101
FSE-809 2004 ECUADOR-Puyo 11 270 85 144 160 101
ANEXO Il

93



GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

bp ng/0.540 %

45 9
45 9
45 9
\1 g9
= 15 23
3 0 8
=2
E 40 8
2 —200 40 8
2 —100 40 8

f]

crylamid

0

Marcador molecular 100 pb (Fermentas Company) en gel de agarosa (parte izquierda) y en gel de
poliacrilamida (parte derecha)

94



