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Resumen y Abstract Xl

Resumen

El control de malaria debe incidir en diferentes factores de la dindmica de transmision
(humano, vector, parasito). Disefar la estrategia ideal para eliminarla requiere del
conocimiento del comportamiento de la malaria sintomatica y asintomatica, identificacion
de portadores de gametocitos, conocimiento de tasas de exposicion previa y
caracterizaciéon de estructuras poblacionales de los parasitos.

Objetivo: Determinar si la blsqueda activa de casos de malaria asintomatica es una
estrategia adecuada en procesos eventuales de eliminacion de malaria en Guapi-Cauca,
Colombia.

Metodologia. Se estimé la prevalencia de malaria asintomatica y portadores de
gametocitos en Santa Monica (Guapi-Cauca) y EI Cuerval (Timbiqui-Cauca) en
individuos seleccionados aleatoriamente (corte transversal, 2015-2017) y diagnosticados
por microscopia y PCR; se determinaron caracteristicas genotipicas y estructura
poblacional de parasitos causantes de malaria sintomatica usando SNPs (Guapi-Cauca,
2014-2017) y se identificaron grupos de riesgo para infeccion por malaria en las dos
localidades, evaluando reactividad de anticuerpos en micromatrices (microarrays) de
antigenos parasitarios y usando analisis multivariable.

Resultados y conclusiones: La prevalencia de infeccion asintomética microscépica por
P. falciparum fue del 1% (13/1368) y del 0,6% (8/1368) para la submicroscépica. Por
primera vez en Colombia se reporté el genotipo CVIDT en el gen pfcrt, asociado a
resistencia de P. falciparum a cloroquina. Se encontraron genotipos de los genes PBG
(VDDNII con mutacién en pfmdr2), que podrian asociarse a respuesta terapéutica
limitada de P. falciparum a derivados de artemisinina. Se identificO una poblacion
estructurada de P. falciparum con 3 subpoblaciones (coeficientes de diferenciacion
genética: 0,84, 0,77, 0,39). Se demostrd la exposicion previa de la poblacién a la
infeccion malérica con niveles de serorreactividad a P. falciparum de 56%, 562/1003 y P.
vivax de 6,2%, 62/1003.
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La eliminaciébn de malaria en Guapi requiere vigilancia permanente de infecciones
(sintométicas y asintomaticas), de marcadores moleculares de resistencia y seguimiento

postratamiento, ademas de procesos dinAmicos y voluntad politica.

Palabras clave: Malaria, Programas nacionales de salud, Estudios Seroepidemiolégicos,

Técnicas de Diagnostico Molecular, Vigilancia epidemiolégica.
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Abstract

Control of malaria relies on numerous factors across humans, mosquitoes and parasites.
Identifying the best strategies for malaria elimination within a given population requires
deep understanding of the prevalence of malaria (both symptomatic and asymptomatic),
the frequency with which individuals carry infectious gametocytes, the rate of previous
exposure to malaria, and characterization of the population structure of Plasmodium

parasites.

Aim: To explore how active searching for asymptomatic malaria cases in Guapi can

inform an eventual malaria elimination process in Cauca, Colombia.

Methodology: Cross-sectional study and active asymptomatic malaria case detection
(2015-2017) in Guapi-Cauca and El Cuerval, Timbiqui-Cauca, using simple random
sampling, parasitological diagnosis by conventional light microscopy and molecular
diagnosis by PCR. Passive search of symptomatic malaria cases was also carried out
(2014-2017). Symptomatic infectious were genotyped using variable SNPs and molecular
resistance markers, and the data was used to determine the Plasmodium falciparum
population structure. Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax protein microarrays
were generated and used to profile antibody responses in asymptomatic individuals

(2015-2017) in order to identify previous exposures and risk groups for malarial infection.

Results and conclusions: The microscopic asymptomatic P. falciparum prevalence was
of 1% (13/1368) and the submicroscopic asymptomatic P. falciparum prevalence was of
0.6% (8/1368). The CVIDT genotype in the pfcrt gene was reported for the first time in
Colombia, which is associated with P. falciparum chloroquine resistance. A novel VDDNI|
of the PBG group genes was associatied with a mutation in the pfmdr2 gene, which could
be associated with limited therapeutic response of P. falciparum to artemisinin
derivatives. Investigation of the P. falciparum population structure identified 3

subpopulations, whose coefficients of genetic differentiation (Fst) were 0.84, 0.77 and
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0.39. Different levels of seroreactivity to P. falciparum infection (56%, 562/1003) and P.
vivax infection (6.2%, 62/1003) were detected, which demonstrates extensive previous
exposure of the population to malarial infection. Malaria elimination process in Guapi
requires permanent surveillance of symptomatic and asymptomatic infection, molecular
markers of resistance and monitoring the efficacy of antimalarial medicines. This one

must be dynamic and strong political commitment is required.

Keywords: Malaria, National Health Programs, Seroepidemiologic Studies, Molecular

Diagnostic Techniques, Epidemiological Monitoring
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Introduccioén

La malaria es considerada la primera causa de enfermedad parasitaria a nivel mundial y
aunque anualmente se invierten miles de millones de délares en programas para su
eliminacion, este objetivo esta lejos de alcanzarse. La transmision de la malaria esté
relacionada con las pobres condiciones sociales y econémicas de las poblaciones que la
padecen, con inequidad y falta de acceso a servicios esenciales de atencién y con la falta

de cobertura universal de las intervenciones contra la enfermedad (WHO, 2014).

La Organizacion Mundial de la Salud en su Informe Mundial sobre el Paludismo de 2017
demuestra que, aunque la incidencia de casos de malaria a nivel mundial ha disminuido
desde el afio 2010, la tasa de disminucién se ha estancado e incluso hay retrocesos en
los logros en algunas regiones desde el afio 2014. Para estos mismos periodos, las tasas
de mortalidad han seguido un patrén similar. En el afio 2016, se report6 un total de 216
millones de casos de malaria en 91 paises, con un incremento de 5 millones de casos
con relacion al afio 2015. La cifra de muertes a nivel mundial lleg6 a 445000, similar a lo
informado en el afio 2015 (WHO, 2017).

La malaria en Colombia representa una importante carga en la poblacion general y
genera altos costos econdmicos por atencién, incapacidad y muerte en los pacientes que
la padecen; sin embargo, Colombia es considerada como una zona de baja transmision,
pero con diferencias locales internas que hacen que el abordaje para el disefio de
politicas de control y eliminacién también sea particular. El Cauca es un departamento
con un comportamiento epidemiologico de la malaria variable en los Gltimos 5 afios e
histéricamente, la especie méas frecuente causante de esta enfermedad ha sido
Plasmodium falciparum. En este departamento, y de acuerdo con los indices Parasitarios
Anuales (IPA), los municipios de Guapi y Timbiqui son los que aportan el mayor nimero
de casos de malaria en todos los periodos epidemioldgicos y estan clasificados como

zonas de riesgo medio y alto para la transmision de malaria por presentar indices
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parasitarios anuales (IPA) entre 1 y 10 y mayores a 10 respectivamente (Rodriguez JC,
et al., 2011).

Actualmente los objetivos de la Estrategia de Gestion Integrada (EGI) para la promocién,
prevencién y control de las Enfermedades Transmitidas por Vectores en Colombia 2012
— 2021 y el Plan Decenal de Salud Publica en Colombia son los de reducir en 80% de
manera progresiva y sostenida la mortalidad por malaria en todas las entidades
territoriales durante el periodo 2012-2021, reducir progresivamente en 50% la morbilidad
por malaria en las areas endémicas del pais hasta el afio 2021 y, para el mismo afio,
eliminar la transmision periurbana de malaria en los 16 focos identificados en Colombia,
trece de los cuales estan ubicados en la Regién Pacifica Colombiana. Una primera fase
en las politicas de eliminacion en el pais, es identificar los focos en departamentos de
baja transmisién, especificamente en municipios con malaria periurbana, siendo Guapi,
Cauca, uno de los municipios seleccionados para esta fase (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2013; Ministerio de Salud y Proteccion Social y OPS, 2014).

Por otra parte, la malaria se asocia con mayor frecuencia a la presencia de
manifestaciones clinicas, aunque se estima que alrededor de 75% de las infecciones son
asintomaticas; algunas de ellas pueden progresar a infecciones sintométicas en unos
pocos dias 0 semanas y otras pueden persistir asintomaticas durante meses; ademas, un
porcentaje importante de las infecciones asintomaticas son submicroscopicas, es decir,
detectables solo por diagnoéstico molecular (Bousema T, et al., 2014). La parasitemia
sexual 0 gametocitos, presentes en la circulacion del huésped humano y que son las
formas parasitarias infectantes para el vector y responsables del mantenimiento de la
transmision, también se encuentran en un porcentaje importante en forma
submicroscépica; ademas, en infecciones asintomaticas con densidades parasitarias
bajas, existe una mayor frecuencia de gametocitos (Bousema T, et al., 2014), lo cual es

crucial en el mantenimiento natural de la infeccion.

El porcentaje de individuos con malaria asintomatica dependera del nivel de endemicidad
de la enfermad en la region en la cual viven y del tiempo de residencia en la misma, lo
cual determina el grado de exposiciéon al parasito y el desarrollo de cierto nivel de
inmunidad (Staalsoe T, Hviid L, 1998; Bousema JT, et al., 2004). De igual forma, la
sensibilidad y especificidad de la técnica diagnoéstica utilizada afectaran el nimero de

casos confirmados de infeccion. El diagnéstico parasitolégico convencional, utilizando la
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microscopia de luz para la lectura de la gota gruesa, posee limitaciones propias de la
prueba, lo cual genera un porcentaje variable de individuos que no son diagnosticados
por esta técnica y que, ademas, pueden ser sintomaticos o no. Las pruebas basadas en
el diagndstico molecular son mas especificas y sensibles para el diagnéstico de malaria,
aungue son de dificil ejecucion en el campo (Okell LC, et al., 2012). Otra aplicacién de
las técnicas de biologia molecular es el uso reciente del analisis de regiones altamente
polimérficas como los microsatélites o el andlisis de polimorfismos de nucleétido Unico
(SNPs), las cuales ofrecen la posibilidad de genotipificar al parésito y determinar, entre
otros factores, el perfil de marcadores genéticos de resistencia a los antimalaricos,
determinar la presencia de infecciones por uno o por multiples genotipos del parasito en
un humano y determinar la diversidad genética y la estructura de las poblaciones del
paréasito (Auburn S & Barry AE, 2017).

Por otra parte, el desarrollo de anticuerpos en el humano como parte de la respuesta
inmune en malaria también dependera del grado de exposicién al parasito. La inmunidad
adquirida en malaria solo ocurre después de varios afios de infecciones repetidas y esta
inmunidad protegera frente al desarrollo de formas clinicas complicadas, pero no frente al
desarrollo de la infeccion; por lo tanto, se espera que sea mas frecuente la presencia de
titulos de anticuerpos en adultos y nifios mayores habitantes de zonas de alta
transmision para malaria (IPA>10) (El-Hassan |, et al., 1995; Giha HA, et al., 2000). La
longevidad de los anticuerpos contra antigenos de P. falciparum es variable y permite
estimar si la infeccibn malarica es reciente o pasada (Corran P, et al.,, 2007). La
serovigilancia en malaria, es decir, el uso de la respuesta de anticuerpos especie-
especifica contra Plasmodium como biomarcador, permite monitorear el nivel de
exposicion, la dinAmica de transmisién y la respuesta inmune, con el fin de determinar el
éxito o no de las estrategias encaminadas a la eliminacion, ademas de determinar grupos
de riesgo frente a infeccion malarica con el fin de caracterizar de forma correcta la
dinamica de transmision en un lugar definido (Corran PH, et al., 2007; Helb DA, et al.,
2015).

Con el objetivo de determinar si la busqueda activa de casos de malaria asintomatica es
una estrategia adecuada en un eventual proceso de eliminacion de la malaria en Guapi-
Cauca, Colombia y apoyados en el diagnéstico microscépico convencional, las pruebas
de diagnostico molecular y el estudio seroldgico, se propuso: 1). Estimar la prevalencia

de malaria asintomética y portadores de gametocitos en el barrio Santa Monica, Guapi-
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Cauca y la vereda El Cuerval, Timbiqui-Cauca; 2). Determinar las caracteristicas
genotipicas y la estructura de poblacion de los pardsitos causantes de malaria
sintomatica en Guapi-Cauca; 3). ldentificar grupos de riesgo para infeccion por malaria
en el barrio Santa Moénica, Guapi-Cauca y la vereda El Cuerval, Timbiqui-Cauca. Esta
informacion fue analizada en el contexto de las actuales politicas locales y mundiales
encaminadas a la pre-eliminacion y eliminacién de la malaria, con el fin de establecer los
lineamientos para el disefio de una estrategia orientada a la eliminacién de esta

enfermedad en el pacifico caucano.
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1.Marco tedrico

1.1 Situacion epidemiologica de la malaria.
Mundial, Regional, Local

La malaria o paludismo en humanos puede ser causada por 5 especies de parasitos
pertenecientes al género Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P.
knowlesi. P. falciparum es la especie con mayor prevalencia mundial, est4 considerada
como la mas virulenta y esta asociada con mayor frecuencia a casos complicados y
mortales de la enfermedad (White NJ, et al., 2014). Para el afio 2016, se consideré que
P. falciparum fue la especie causante de 99% de los casos de malaria en Africa
Subsahariana, mientras que P. vivax es el parasito predominante en la Regién de las
Américas y fue la especie responsable de 64% de los casos de malaria en esta region

durante este mismo afio (WHO, 2017).

En el afio 2016 se reportaron casos autoctonos de malaria en 91 paises, de los cuales
80% se registraron en India y Africa Subsahariana. A nivel mundial se registr6 una
tendencia hacia la reduccién de la transmision entre los afios de 2010 y 2016. Se estima
gue en el afio 2010 hubo 237 millones de casos de malaria (Intervalo de Confianza (IC)
95%: 218-278 millones), mientras que para 2015 se estimaron 211 millones (95% IC:
192-257 millones) y para 2016 se calcularon 216 millones de casos (95% IC: 196-263
millones). Los valores de incidencia también disminuyeron durante el mismo periodo,
pasando de 73 a 63 casos por cada mil habitantes en riesgo; esto significé una reduccion
promedio de 18% e incluso, en la regién de Asia suroriental, se logré una disminucion del
48% (WHO, 2017).

De igual forma se registro la reduccion en la mortalidad por causa de la malaria entre los
afios 2010 y 2016, principalmente en Asia suroriental (44%), Africa (37%) y América
(27%). Sin embargo, la tendencia a la baja se estancé entre 2015 y 2016; en estos afios,

se estimé un total mundial de muertes por malaria de 446000 y 445000, respectivamente.
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Las regiones mas afectadas fueron Africa, Asia Suroriental, el Pacifico Occidental, el
Mediterrdneo Oriental y América (WHO, 2017).

A pesar de la tendencia mundial hacia la disminucion en la transmision, incidencia y
mortalidad por causa de la malaria, entre los afios de 2014 y 2016 la region de las
Américas siguié la tendencia inversa. En 2015 se registré un aumento de 16% con
respecto a lo observado en 2014, afo en el cual se registré el menor nimero de casos de
malaria en las Ultimas cuatro décadas; por su parte, entre 2015 y 2016 la malaria
aumentoé en 26% en esta region (OMS. OPS, 2017).Se estima que en este continente,
102 millones de personas viven en areas con algun riesgo y al menos 28 millones viven
en zonas de alto riesgo de transmision, con indices parasitarios anuales de mas de 10
casos por cada 1000 habitantes (IPA>10). El nUmero de casos en la region se redujo
aproximadamente en un 62% entre el afio 2000 y el 2015 (de 1.181.095 a 451.242
casos); también hubo una reduccion similar (61,2%) en el nimero de muertes en el
mismo periodo (de 410 a 159) (OMS. OPS, 2017).

Colombia y Haiti aportan el mayor nimero de casos por P. falciparum en América. En el
afio 2000, Colombia fue el segundo pais con mayor nimero de casos reportados en la
region y en 2014 paso a ser el cuarto después de Brasil, Venezuela y Pera. Sin embargo,
entre 2015 y 2016 los casos por malaria se incrementaron en Colombia; este aumento
esta asociado a la finalizacién del proyecto para la eliminacion de la malaria en la Region
de las Américas, que estaba financiado por el Fondo Mundial y que termin6 en 2014, ya
gue las intervenciones en materia de la red de diagnéstico y control vectorial se vieron
reducidas luego del fin del proyecto (OMS. OPS, 2017).

En general, Colombia es una zona de transmision baja e inestable pero existen cuatro
zonas de alta transmision con IPA>10: la Region Pacifica, la zona del Uraba - Bajo
Cauca - Alto Sinu, la Orinoquia y la Amazonia. Por otra parte, y de acuerdo con una
tendencia historica, cinco de los 32 departamentos concentran alrededor del 70% de los
casos de malaria: Chocd, Cordoba, Antioquia, Valle y Cauca y las infecciones por P.
vivax representan cerca de 65% de los casos de malaria. Durante el afio 2016, mas del
65% de los casos de malaria fue reportado en la Region Pacifica y de ellos, 55% son
atribuidos a la infeccién por P. falciparum. En el afio 2016 se registr6 un incremento de
60,4% en los casos en esta regidon con respecto al afio 2015 y Choco, Narifio y

Buenaventura registraron los indices parasitarios anuales (IPA) mas altos para el 2016
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en esta region (INS, 2016). En el afio 2017 se registré una reduccion de casos en esta
region de 45,7%, siendo Narifio, Choco y Cauca, los departamentos con IPA mas altos
en este afio (INS, 2017). La distribucién de casos de malaria coincide tanto con el mapa
de los asentamientos afrocolombianos de la Regién Pacifica y los valles interandinos,

como con el mapa de pobreza en Colombia (PNUD, 2012).

Las zonas de alta transmision en Colombia albergan predominantemente poblacion
afrocolombiana, comunidades indigenas y poblacion mestiza. La Region Pacifica
colombiana es una de las mas pobres del pais y presenta serios problemas de acceso a
los servicios de salud y la malaria representa un impacto negativo en sus pobladores.
Esta region se caracteriza por los altos indices de movilidad humana asociados tanto a
actividades econémicas como la pesca, la agricultura o la mineria legal o ilegal como a
desplazamientos forzosos debidos al conflicto armado, factores que incrementan la
posibilidad de contacto humano-vector y en consecuencia los casos de malaria (PNUD,
2012). Ademas, un elevado porcentaje de pobladores de esta region corresponden a
poblacién afro-colombiana con altas frecuencias de factor Duffy negativo y deficiencia de
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) lo cual se correlaciona con mayor frecuencia
de infecciones por P. falciparum debido al factor protector que provoca el factor Duffy
negativo para la infeccion por P. vivax y al mayor riesgo de anemia hemolitica asociada a
la deficiencia de G6PDH y secundaria al uso de antimaldricos como la primaquina
(Herrera S, et al., 2005).

En conclusion, la Region Pacifica colombiana combina diversos escenarios
epidemioldgicos, asociados a factores conductuales, socioeconémicos y genéticos
humanos que acompafados de las caracteristicas ecolégicas de la region, las cuales
favorecen la presencia de criaderos del vector, se traduce en condiciones favorables para

la transmision efectiva de la malaria.

1.1.1 El municipio de Guapi y la situacion de la malaria

Guapi es uno de los tres municipios de la Costa Pacifica caucana, siendo el mas
suroccidental de ellos, ubicado a 2°3411"N 77°53'10"0O, cuya maxima altitud es de 5
msnm, posee una temperatura promedio de 29°C y una superficie de 2688 Km?. Esta
ubicado a orillas del rio Guapi, el promedio anual de precipitaciones esta entre 4000 y

6000 mm3, con valores maximos entre mayo y junio y minimos entre noviembre y
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diciembre y la humedad relativa fluctia entre 80% y 95% (Ministerio del Trabajo, 2013).
Segun la proyeccién del DANE y de acuerdo con el censo de 2005, para el afio 2013 el
municipio estaba conformado por 29555 habitantes, 97% comunidades afrocolombianas,
0,5% indigenas (resguardo de Bellavista) y 2,5% mestizos. En el censo del afio 2005, la
poblacién urbana era de 16573 habitantes y la rural de 12076 habitantes (Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica-DANE).

El municipio de Guapi, es uno de los lugares priorizados en las politicas nacionales para
la eliminacién de la malaria, debido a la presencia de malaria urbana y a la alta carga de
esta enfermedad en la situacion de salud de los pobladores de la regién (Programa
Nacional para PyP ETV, 2017). Guapi es el segundo municipio mas pobre de la Regién
Pacifica y sus habitantes, al igual que el resto de los residentes de esta region, enfrentan
condiciones de exclusién y pobreza extrema, registran indices elevados de morbilidad y
mortalidad por enfermedad general en todos los grupos de edad y los peores indicadores
en relacion al acceso al servicio de salud. Timbiqui y Guapi aportan el mayor porcentaje
de casos de malaria en el departamento del Cauca y, en el caso de Guapi, la malaria

afecta tanto la zona urbana como la rural (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2016).

Histéricamente la malaria en Guapi es causada casi exclusivamente por P. falciparum.
Como antecedente previo al desarrollo del presente trabajo, en el periodo comprendido
entre 2007 y 2014 se evidenci6 una tendencia hacia la reduccion de casos de malaria,
presentando los niveles mas bajos en 2012, con un aumento posterior en los afios 2013 y
2014. Utilizando los datos del DANE del censo de 2005, si se considera como poblacién
de riesgo a la totalidad de la poblacion rural (12076 habitantes) y 50% de la poblacién
urbana (8286), los indices parasitarios para los casos totales y por P. falciparum,
clasifican a este municipio en una zona de riesgo medio y alto para la transmision de
malaria en el periodo entre 2007 y 2014, es decir, presenta indices parasitarios entre 1y

10 y mayores a 10 respectivamente. Esta informacion se resume en la Tabla 1-1.
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Tabla 1-1: Comportamiento de la malaria en el municipio de Guapi, Cauca, 2007 — 2014,
por especie parasitaria.

Malaria / indices 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014
Malaria complicada 0 0 2 0 0 0 0 3
Malaria mixta 1 1 1 1 0 0 4 1
P. falciparum 809 | 455 601 246 150 73 356 413
P. vivax 17 8 18 6 7 0 7 2
Total malaria 827 | 464 620 253 157 73 367 416
IPA? 40,6 | 22,8 | 304 | 124 | 7,7 3,6 18,0 20,4
IFA2 39,7 | 22,3 | 295 | 12,1 7,4 3,6 17,5 20,3
IVA3 0,8 0,4 0,9 0,3 0,3 0,0 0,3 0,1

Fuente: Felipe Castillo. ETV. Secretaria de Salud del Cauca.

YIPA: indice parasitario anual IFA: indice por P. falciparum anual. 3IVA: indice por P.
vivax anual.

1.1.2La malaria asintoméatica. Definicion y contexto
epidemiologico
La malaria asintomatica se define como la presencia de formas asexuales de
Plasmodium en sangre periférica en ausencia de manifestaciones clinicas. El diagnéstico
de la malaria asintomatica puede realizarse a través de los métodos convencionales de
diagnéstico como la microscopia de luz o con pruebas moleculares como la PCR cuya
sensibilidad y especificidad son bastante altas comparado con la microscopia. La malaria
asintomatica indetectable a través de la microscopia de luz, pero evidente a través de

pruebas moleculares como la PCR se denomina malaria submicroscépica (OMS, 2017

[a]).

La malaria se asocia con la presencia de manifestaciones clinicas relacionadas con la
infeccion por cualquiera de las especies de Plasmodium que afectan a los humanos; sin
embargo, se estima que alrededor de 75% de la infecciones por malaria son
asintomaticas. Algunas de estas infecciones pueden progresar y producir sintomas en
unos pocos dias 0 semanas y otras pueden persistir asintomaticas durante meses;
ademds, un porcentaje importante de las infecciones asintométicas son

submicroscopicas (Bousema T, et al., 2014).
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La proporcibn de infecciones submicroscopicas, que en Ssu gran mayoria son
asintomaticas, es inversamente proporcional a la intensidad de transmision de la region;
se ha descrito que en zonas de alta transmision de malaria la proporcion de infecciones
submicrosocopicas es del 20% mientras que en zonas de baja transmision la proporcion
varia entre 70 y 80%. La alta proporcion de infecciones submicroscopicas en zonas de
baja transmision posiblemente se debe al desarrollo de inmunidad residual como
consecuencia de la exposicion repetida a bajas parasitemias y a la baja proporcion de
infecciones multiples, fendmenos que son frecuentes en estas regiones (Bousema T, et
al., 2014). Este fenbmeno es evidente de igual forma en escenarios en los cuales las
medidas de intervencién han generado cambios en la proporcion de casos de malaria y
se ha pasado de zonas de alta a baja transmisién, en las cuales particularmente la
infeccién submicroscopica se hace prevalente, siendo explicado este fenbmeno por la
inmunidad residual en la poblacién, lo cual asegura el mantenimiento de densidades

parasitarias a niveles submicroscopicos (Bousema T, et al., 2014).

Los reportes de la prevalencia de la malaria asintomatica, diagnosticada por microscopia,
PCR o pruebas de diagndstico rapido, muestran grandes variaciones. Para las Américas,
se han registrado valores entre 0 y 38,5% (Alves FP, et al.,, 2002; Marcano TJ, et al.,
2004; Cerutti C Jr, et al., 2007; Fugikaha E, et al., 2007; Tada MS, et al., 2007; Suarez-
Mutis MC, et al., 2007; Roper MH, et al., 2000; Roshanravan B, et al., 2003; Branch O, et
al., 2005; Cucunuba ZM, et al., 2008; Cucunubéa ZM, et al.,2013; Osorio L, et al., 2004),
para Africa entre 0 y 90% (Owusu-Agyei S, et al., 2001; Crookston BT, et al., 2010; John
CC, et al., 2009; Bousema JT, et al., 2004; Njama-Meya D, et al., 2004; Le Port A, et al.,
2008; Klein Klouwenberg PM, et al., 2005; Nkoghe D, et al., 2011; Eke RA, et al., 2006;
Achidi EA, et al., 1995), para Oriente Medio entre 0 y 12,8% (Bin Mohanna MA, et al.,
2007) y para otras regiones de Asia entre 0,1y 9,5% (Coleman RE, et al., 2002; Richards
AK, et al., 2007; Fernando SD, et al., 2009). También se han registrado prevalencias para
la malaria asintomatica en zonas de pre-eliminacion y eliminacién que varian entre 0 y
95% (Zoghi S, et al., 2012; Harris I, et al., 2010; Lee PW, et al., 2010). Estos hallazgos
contrastan con lo explicado por Bousema T y colaboradores (2014) con respecto a la
proporcion de infecciones asintomaticas, quien concluye que las infecciones
submicroscoépicas particularmente son mas prevalentes en zonas de baja transmision.

Ademas, las variaciones en las prevalencias de malaria asintomatica a nivel mundial
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pueden explicarse por la diversidad de metodologias empleadas para la seleccion de

individuos y por la variacién en los niveles de sensibilidad de la prueba diagnéstica.

La Region de las Américas es quizds una de las zonas en el mundo en la cual se tiene
mejor documentada la malaria asintomatica, particularmente en Per( y Brasil, paises
pertenecientes a la Subregion de Amazonas, donde también se encuentra Colombia. En
estudios realizados en Iquitos, Perl y en Rondonia, Brasil, se reporta que la PCR es mas
eficiente para el diagnéstico de malaria y que hay una mayor proporcién de casos de
infeccién asintomatica que sintomética, siendo similares estos hallazgos tanto para P.
falciparum, como para P. vivax en los dos paises (Alves FP, et al., 2002; Roshanravan B,
et al.,, 2003). En Peru las prevalencias de malaria asintomatica detectadas por
microscopia estan entre 2,4 y 4,2% y por PCR la prevalencia reportada es 17,6% (Roper
MH, et al., 2000; Roshanravan B, et al., 2003). En Brasil las prevalencias de malaria
asintomatica detectadas por microscopia, PCR o ambas estan entre 6,4 y 21,7%, siendo
la PCR entre 7 y 7,5 veces mas eficiente para la deteccion de infecciones malaricas
(Alves FP, et al., 2002); también en Brasil, las prevalencias obtenidas por especie de
parasito estan entre 1,5y 10,4% para P. vivax y entre 0,5y 7,2% para P. falciparum,
usando PCR o microscopia (Cerutti C, et al., 2007; Tada MS, et al., 2007).

Particularmente para Colombia, la evaluaciébn de la malaria asintomética como
problematica que debe ser abordada al momento de disefar las politicas de reorientacion
de los programas con miras a la eliminacion de la malaria (Blair S, 2012), se ha
documentado en diferentes estudios orientados especificamente al diagndstico de dicha

condicién:

=  Quibdd, Chocé (2001). En 223 nifios escolares, la prevalencia fue 0% para
infeccion asintomatica por malaria utilizando microscopia (Osorio L, et al., 2004).

» Tierralta, Cordoba (2006). Seleccién aleatoria de individuos y con seguimiento a
28 dias. En 212 individuos de Nuevo Tay, Tierralta por microscopia y PCR la
prevalencia de infeccion asintomética por Plasmodium spp. fue 14,6% (31/212;
95% CI: 9,6-19,6%) y por especie fue de 20/31; 64,5% para Plasmodium vivax,
9/31; 29% para Plasmodium falciparum y 2/31; 6,5% para la infeccion mixta
(Cucunuba ZM, et al.,, 2008). Especificamente la prevalencia de infeccién
asintomatica al dia 0 en Tierralta fue de 11,3% (95% CI 7,2—16,8) por microscopia
y 16,5% (95% CI 11,5-22.9) por PCR (Cucunuba ZM, et al., 2013).
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» Tumaco, Narifio (2007). Seleccion aleatoria de individuos. En el dia 0 la
prevalencia por microscopia fue de 2,4% (95% CI 0,7-5,5) y 5,8% (95% CI 2,3-
9,2) por PCR (Cucunubé ZM, et al., 2013).

» Tierralta, Cérdoba; Buenaventura, Valle del Cauca y Tumaco, Narifio (2011, 2013,
2014). Posterior a la seleccion aleatoria de viviendas mediante gPCR. Las
prevalencias de infeccion asintomatica durante cada uno de estos afios,
respectivamente en Tierralta fueron 15%, 10% y 5%; en Buenaventura 12%, 7%y
4% y en Tumaco fueron 4%, 7% y 2% (Vasquez-Jiménez JM, et al., 2016).

Con el fin de interpretar correctamente los datos de los estudios en Colombia, es
necesario considerar, entre otros factores, el disefio y la metodologia de seleccién de
individuos (por ejemplo, blsqueda activa vs busqueda reactiva), nivel de sensibilidad de

la prueba diagnostica utilizada y momento epidemiolégico de transmision.

La caracterizacion de la malaria asintomatica en una zona especifica, no solo da cuenta
de las caracteristicas de transmision en una zona particular, definiendo el tipo de
reservorio, sino que ademas permite orientar de forma mas precisa las politicas de
control y eliminacion de la malaria, esto Ultimo enfocado a zonas de baja transmision en
la cuales la identificacién y tratamiento farmacolégico de los reservorios es una estrategia
novedosa (Sturrock HJ, et al., 2013; Mosha JF, et al., 2013). De forma mas precisa y
detallada, la descripcion de la infeccion asintomatica por malaria permite la definicién de
los llamados “puntos criticos” o “puntos calientes” en una pequena area geogréfica, en la
cual los habitantes pueden estar expuestos de manera diversa a la picadura de los
vectores, de tal manera que la distribucion de los casos no es uniforme en una region
determinada (Sturrock HJ, et al., 2013; Mosha JF, et al., 2013).

La vigilancia de la malaria asintomatica es considerada una estrategia fundamental como
parte de los programas integrados para el control y la eliminacion de la malaria en el
mundo, pues es claro que el efecto fundamental de esta condicion es el aumento de la
probabilidad de la producciéon de gametocitos en el humano, convirtiéndose en fuente de
infeccion para el mosquito vector, perpetuando de esta forma la infeccibn en la
naturaleza. El estudio de la malaria asintomatica es fundamental para mejorar el
conocimiento sobre las dinamicas de transmision y para el disefio de estrategias de
control y eliminacion de la malaria (Laishram DD, et al., 2012). El diagnostico de la

malaria asintoméatica es considerado también un indicador en el monitoreo de los
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resultados de intervencion con miras a la eliminacion de la malaria en zonas en donde
previamente se reportaban casos, ademas de ser utii en la prevencién de la
reintroduccién de casos nuevos de malaria, dado que la identificacion precoz y el
tratamiento oportuno de estos casos limitaria el restablecimiento de la transmisién de la
enfermedad en zonas en proceso de eliminacion (Fernando SD, et al., 2009). En los
focos de transmision de malaria, esto se traduce en una evaluacion favorable de la
aplicacion de una estrategia si se logra documentar la ausencia de casos nuevos o la
ausencia de genotipos del parasito diferentes a los esperados, segun lo que se haya
identificado anteriormente a partir de los estudios moleculares especificos y que se
basen en la vigilancia epidemiolégica y molecular tanto de la infeccion asintomética como

sintomatica.

1.1.3 La herramienta seroldgica en la vigilancia en malaria

Como parte de las politicas de eliminacién de la malaria en los paises en los cuales la
enfermedad es endémica, se necesitan herramientas para medir el riesgo y el nivel de
exposicion a la infeccion, pues esto permite evaluar el impacto de las intervenciones.
Para ello, los sistemas de salud rutinariamente utilizan la medicion de la incidencia de la
malaria en un lugar y momentos determinados (por ejemplo semanas epidemiol6gicas);
sin embargo, en algunos lugares este método subestima la incidencia real de la infeccién
debido a factores como la calidad del entrenamiento del personal encargado del
diagnéstico, la falta de una adecuada red de diagndstico y el nivel de deteccion de las
pruebas utilizadas, principalmente en los casos de infecciones asintoméaticas y con
niveles submicroscopicos, entre otras razones (Cibulskis RE, et al.,, 2009). Otra
herramienta bastante precisa es el uso de la tasa de inoculacion entomolégica (TIE),
entendida como el numero de picaduras infectantes por individuo por unidad de tiempo,
la cual ofrece informacion sobre parametros del vector y del humano. Sin embargo, el
proceso de obtencion de datos es exigente y costoso, en ocasiones los resultados
pueden ser dificiles de interpretar y los procedimientos requieren de estandarizaciones
gue no se pueden realizar rutinariamente; ademas, en zonas de baja transmision la
probabilidad de encontrar vectores infectados es baja, por lo cual esta medida resulta
casi imposible de obtener (Smith DL, et al., 2005; Hay SI, et al., 2000).

La serovigilancia en malaria es el uso de la respuesta de anticuerpos especie-especifica

contra Plasmodium como un marcador para monitorear el nivel de exposicion, la
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dindmica de transmision y la respuesta inmune, con el fin de determinar el éxito o no de
las estrategias encaminadas a la eliminacion. La respuesta inmune en malaria se
establece después de varios afios de infecciones repetidas y solo protege frente al
desarrollo de formas clinicas complicadas de la enfermedad pero no frente al desarrollo
de la infeccion, por lo cual no se considera permanente ni protectora (El-Hassan I, et al.,
1995; Giha HA, et al., 2000). Sin embargo, la respuesta de anticuerpos ofrece
informacion sobre el tiempo de exposicion (infeccidn reciente vs pasada) y las tasas de
seroconversion y seronegativizacion (edad a la cual la poblacion presenta anticuerpos
frente a un antigeno especifico y el tiempo necesario para que la respuesta de
anticuerpos desaparezca) lo que permite conocer el grado de exposicion al parasito y
genera datos Utiles para los sistemas de vigilancia en malaria. Para ello, es necesario
contar con un conjunto de antigenos lo suficientemente numeroso que permita
discriminar adecuadamente el tipo de respuesta en todos los grupos de edad y disefar
estudios epidemioldgicos sélidos que proporcionen resultados confiables. Al incorporar
los datos serologicos a los andlisis podria mejorarse la precision de la medida de
incidencia en malaria, disminuyendo también los costos de los procedimientos, si se
comparan con aquellos conducentes a obtener la TIE (Helb DA, et al., 2015). De este
modo, se ha descrito la utilidad potencial de la serovigilancia en malaria para determinar
el nivel de riesgo de una poblacién, identificar individuos con exposicién reciente
(facilitando asi la identificacion de casos de reintroduccion de la infeccibn o
reemergencia), confirmar la eliminacién de la malaria y la efectividad de las medidas de
control, identificar areas de mayor riesgo de exposicion (puntos calientes) o individuos
con mayor riesgo de infectarse y monitorear individuos portadores asintométicos de la
infeccion, entre otras aplicaciones (Elliott SR, et al., 2014). Es importante aclarar como lo
puntualiza Elliott SR y colaboradores (2014), que aun se requiere el disefio de estudios
destinados a identificar los mejores biomarcadores de inmunidad y biomarcadores de
exposicion. Particularmente en zonas en donde se reduce la transmisién y aumenta la
proporcion de poblacion susceptible por pérdida de la inmunidad parcialmente protectora,
es necesario contar con un biomarcador de inmunidad que identifique esta poblacion en
riesgo. De igual forma, se requiere definir con precision los factores que afectan la
aparicion y el mantenimiento de los biomarcadores de exposicion y su relacion con la

medida de transmision en un lugar determinado.
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Entre los aspectos que deben considerarse para la implementacion de los estudios de
serovigilancia estan la complejidad técnica, los costos, el rendimiento de la prueba, la
interaccion entre los reactivos (competitividad, reacciones cruzadas), las caracteristicas
de la muestra (papel de filtro o suero) y sus métodos de obtencion (invasivo o no). En los
estudios de serovigilancia pueden utilizarse ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) que son
técnicas de bajo costo, faciles de realizar, que funcionan con un nimero pequefio de
antigenos y que pueden ser realizadas a partir de muestras de sangre almacenadas en
papel de filtro. Sin embargo, si se requiere mayor precision en aspectos relacionados con
la deteccion de cambios seroldgicos en lapsos cortos de exposicidon o en periodos de
cambios de exposicion producto de intervenciones de control, es necesario utilizar otras
técnicas para analizar un numero mayor de antigenos. El uso de micromatrices
(microarrays) de proteinas permite este tipo de andlisis, la flexibilizacién en la
representatividad y en la estratificacion de la muestra por edad (propio de los estudios
con modelos analiticos destinados a determinar las tasas de seroconversion y
serorreversion) y la posibilidad de evaluar una muestra pequefia de individuos expuestos.
La implementacién de esta técnica es mas compleja y costosa y su uso es posible solo si
se logra la estandarizacion adecuada en la seleccion de los antigenos que permita
obtener estimadores muy cercanos del nivel real de exposicion a la malaria. Entre los
aspectos técnicos de este tipo de pruebas, se debe prestar especial atencion al disefio
de las proteinas, pues su plegamiento inadecuado puede interferir con la respuesta (Helb
DA, et al., 2015), como sucede en cualquier técnica basada en la deteccion de
anticuerpos. Algunos de los antigenos mas utilizados en los estudios de seroprevalencia

se presentan en la Tabla 1-2.
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Tabla 1-2: Antigenos de Plasmodium utilizados con frecuencia en los estudios de
seroprevalencia (Elliott SR, et al., 2014).

P. falciparum P. vivax P. falciparum y P. vivax

Antigeno de unién al Proteina de union al factor | Proteina de membrana

eritrocito 175 (EBA 175) Duffy (DBP) apical 1 (AMA1)

Antigeno variante de Proteina de union al Proteina del

superficie 2 que interactla reticulocito 1 (RBP1). circusporozoito (CSP)

con condroitin sulfato A

(VAR2CSA) PVMSP 1 -19. Proteinas de superficie
del merozoito 1y 3

Proteina homéloga de unién (MSP1) (MSP 3).

al reticulocito 2 (PfRH2).

PfMSP 1 — 19!

PfMSP1 — 42

Proteina rica en glutamato
(PfGLURP)

Antigenos de estadio
hepatico 1 (LSA 1)

Proteina de uniéon
relacionada con
tromboplastina (TRAP).

!La respuesta de anticuerpos a los antigenos PfMASP 1 — 19 ha sido utilizada como un estimador
de incidencia de malaria, de TIE, identificacion de puntos calientes y cambios en la intensidad de
transmision en el tiempo en zonas de baja transmisidon. En estos casos es necesario evaluar
posibles reacciones cruzadas en antigenos ortélogos presentes en P. vivax.

La aplicabilidad de estos antigenos es variable. Por ejemplo, AMA1 se usa en poblacion
infantil para evaluar respuesta precoz a la infeccion o en casos en los cuales se requiere
monitorear zonas de baja transmision; en zonas de moderada transmisién es mas Uutil
EBA-175. De igual forma se debe tener presente la reactividad cruzada de los antigenos,
sobre todo en zonas en las cuales circulan tanto P. falciparum como P. vivax (Elliott SR,
et al., 2014).

El uso de micromatrices de proteinas aumenta el espectro de antigenos candidatos a

biomarcadores en estudios serologicos, de tal forma que para discriminar escenarios de
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baja y alta transmisién se han utilizado, entre otros, MSP4, MSP5, la proteina de
superficie del merozoito relacionada con la proteina de unién al antigeno Duffy (DBL-
MSP) y la proteina exportadora 1 (EXP1) (Baum E, et al., 2013).

1.1.4 Diagnostico de las infecciones por Plasmodium

Dado gue existe una asociacion entre las densidades parasitarias y la sintomatologia de
la infeccion malarica, la sensibilidad de los métodos de diagndstico y deteccion es una
variable esencial para la identificacion de los individuos infectados. En la basqueda de
individuos sin manifestaciones clinicas y portadores de formas parasitarias de
Plasmodium, se entra a resolver el dilema de la sensibilidad de la técnica empleada, lo
cual permite definir el concepto de la malaria submicroscépica, entendida como la
infeccion por alguna de las especies de Plasmodium con parasitemia por debajo del nivel
de deteccion microscopico. Aunque existe una correlacion lineal en la capacidad de
deteccién del parasito entre la microscopia y la PCR, es claro que las técnicas
moleculares, especificamente la PCR, son técnicas altamente sensibles y especificas
para el diagnéstico de infecciones por Plasmodium (Okell LC, et al., 2012).

La confirmaciéon por el laboratorio del diagnostico presuntivo de malaria tiene algunos
inconvenientes, pues para obtener sensibilidades y especificidades superiores a 95% con
la microscopia de luz convencional, se debe asegurar una adecuada calidad de los
reactivos y un personal entrenado correctamente, lo cual no sucede en todos las
regiones endémicas (Bottius E, et al., 1996). Ademas, hay estudios que reportan hasta
dos terceras partes de mayor positividad de casos con PCR que con microscopia de luz
convencional (de Andrade AL, et al., 1995; Bottius E, et al., 1996; Eke RA, et al., 2006;
Dal-Blanco MP, et al., 2007), aunque se deben considerar las ventajas y desventajas en
la realizacion de cada una de estas pruebas de laboratorio.

La microscopia ha servido para diagnosticar y confirmar casos de malaria y constituye
una herramienta muy importante, pues sirve de referencia de medicion epidemioldgica
para la determinacion de prevalencias a nivel mundial. Sin embargo, su sensibilidad no
es suficiente para detectar una gran proporcion de infecciones asintomaticas
submicroscoépicas. A manera de ejemplo, mientras que la densidad parasitaria en sangre
en areas de moderada transmision oscila entre 1 y 1000 parasitos/ul de sangre y la
densidad de gametocitos maduros es menor a 100 gametocitos/ul de sangre, la

microscopia detecta usualmente entre 5 a 10 parasitos/ul de sangre, las pruebas
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moleculares basadas en la amplificacion por PCR de &cidos nucléicos (ARN o ADN) son
mas sensibles que la microscopia y detectan entre 0,01-0,2 pardsitos/ul. Por lo tanto es
esencial poder identificar no solo la prevalencia de asintométicos sino la prevalencia de
gametocitos en las infecciones asintométicas. Es importante aclarar que la microscopia
convencional no es lo suficientemente sensible para la deteccibn de gametocitos, a
diferencia de las técnicas de biologia molecular que usan la extracciéon de ARNm para su
diagnostico, aunque este tipo de técnicas requieren el seguimiento de estrictas
recomendaciones en las condiciones de tiempo y temperatura en el almacenamiento de

la muestra (Bousema T, et al., 2014).

= Microscopia de luz. Diagnostico parasitolégico

Es la deteccion de formas parasitarias de Plasmodium en sangre periférica y es
considerado el diagnéstico parasitolégico confirmatorio por excelencia en malaria. Las
técnicas convencionales son el extendido de sangre periférica y la gota gruesa, ésta
Gltima considerada como el método de rutina mas utilizado a nivel mundial para el
diagnéstico, ademas de ser la primera opcion diagnéstica que permite la identificacion de
formas y caracteristicas parasitarias lo cual conduce a la identificacion de la especie o
especies implicadas en la infeccién. El principio de la técnica se basa en la coloracion de
la lamina con derivados de Romanowsky y la observacion microscépica posterior, con el
fin de determinar caracteristicas morfolégicas propias de cada de especie del género
Plasmodium. Con la gota gruesa ademas es posible calcular y estimar la parasitemia,
factor determinante en la eleccion del tratamiento y en el prondstico del paciente. Si se
cuenta con un observador adecuadamente entrenado y con reactivos de coloracién de
buena calidad, la gota gruesa posee mayor sensibilidad que el extendido y las pruebas
de diagndstico rapido. El nivel mas bajo de deteccion de la gota gruesa es del orden de 5
a 10 parasitos/pl de sangre (WHO, 2010; Ministerio de la Proteccion Social, 2010). En
Colombia sigue siendo la prueba de oro recomendada para el diagnéstico de la malaria y
utilizada en la Red de Microscopistas a nivel nacional (Ministerio de la Proteccion Social,
2010).

» Pruebas de diagndstico rapido (PDR). Inmunocromatograficas

Las pruebas de diagndstico rapido son pruebas inmunoldgicas (inmunocromatogréficas)

gue detectan antigenos especificos de Plasmodium [proteina 2 rica en histidina (HRP2) o
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la lactato-deshidrogenasa especifica del parasito (pLDH)], a través del cambio de color

en una tira de nitrocelulosa absorbente (WHO, 2010).

Las pruebas de diagndstico rapido ofrecen la ventaja de que se aplican rapidamente y
requieren un menor nimero de técnicos de laboratorio capacitados en casos de
epidemias, comparados con la técnica de la gota gruesa. Sin embargo, la
termoestabilidad puede ser un problema y puede haber resultados falsos negativos.
También y como desventajas, estas pruebas son de mayor costo, no hacen diagndéstico
de infeccibn mixta, sélo algunas de ellas distinguen las especies diferentes a P.
falciparum como causantes de la infeccidn, el nivel de deteccion es mas bajo que la gota
gruesa (40-100 parasitos /ul), y la sensibilidad y especificidad disminuye en parasitemias
bajas, ademas de persistir la positividad a pesar de la administracién correcta y efectiva
del tratamiento antimalarico. La experiencia actual con las PDR indica que son Utiles para
confirmar la causa y el final de una epidemia de malaria (WHO, 2010).

En Colombia estas pruebas han sido evaluadas en el marco de las actividades de la Red
Nacional de Malaria y como parte de diferentes trabajos de investigacién y han tenido
buen desempefio en campo, principalmente para el diagnéstico de P. falciparum
(Mendoza NM, et al., 2013; Herrera S, et al., 2014). Se han detectado dificultades en los
casos de parasitemias bajas y en la diferenciacion de infecciones mixtas debido, entre
otras razones, a la delecion de los genes pfhrp2 y pfhrp3 (Pava Z, et al., 2010; Murillo
Solano C, et al., 2015).

= Técnicas de biologia molecular. Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)
La PCR es altamente sensible y especifica en el diagnostico de infecciones por
cualquiera de las especies de Plasmodium. Ademas de permitir el diagndstico de
infecciones mixtas, tiene un nivel de deteccion alto (0,01-0,2 parasitos/ul), es semi-
cuantitativa, hace diferencia de estadios sexuales y asexuales del parasito, es posible
hacer el diagnostico de infecciones causadas por diferentes genotipos parasitarios
(infecciones policlonales) y permite describir la aparicién y el comportamiento de los
genes asociados a la resistencia del parésito a los medicamentos. Por otro lado y como
desventajas potenciales se pueden citar su alto costo, la necesidad de contar con

personal entrenado y equipo especializado para su realizacion, la susceptibilidad de
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contaminacion durante el procedimiento en el laboratorio llevando al reporte de falsos
positivos 0 negativos y sus resultados no son tan rapidos como se desearia en el

diagndstico de un caso febril al cual se le sospecha malaria (WHO, 2010).

Para el diagnéstico y tipificacion de género y especie se utiliza la técnica de PCR anidada
en la que se usan secuencias gendmicas repetidas y conservadas; el uso de estas
pruebas ha demostrado buenos resultados a partir de muestras en papel de filtro y mayor
sensibilidad y especificidad que la microscopia (Li P, et al., 2014). En la actualidad
también se dispone de PCR cuantitativas, amplificacion basada en la secuencia de
acidos nucleicos (NASBA, por sus siglas en inglés) y PCR no cuantitativa y cuantitativa
para deteccion de ARN a través de transcriptasa inversa (RT-PCR y qRT-PCR)
(Bousema T, et al., 2014). Se ha reportado mejor sensibilidad de la PCR en tiempo real
comparado con la microscopia y la PCR anidada convencional (Wang B, et al., 2014). La
PCR directa basada en la deteccién de la citocromo oxidasa lll, es un método que ha
demostrado ser adecuado en la deteccion de infecciones microscopicas y sub-
microscopicas de Plasmodium, siendo de gran utilidad al momento de evaluar un nimero
considerable de muestras, pues no requiere la extraccion de ADN parasitario y permite
diferenciar todas las especies causantes de malaria en humanos (Echeverry DF, et al.,
2016). Para la deteccion de gametocitos, se utiliza la extraccion del ARNm del parasito y
la deteccion de blancos de amplificacion a través del uso de RT-PCR y gRT-PCR. Los
blancos de amplificaciébn mas usados son: Pfs25, Pfg377, Pfs230 (Bousema T, et al.,
2014).

En Colombia, las técnicas moleculares para diagnéstico de la malaria han sido utilizadas
en diversos estudios, en los cuales se ha reportado niveles de sensibilidad superiores a
los informados por microscopia (Montoya AE, et al., 2008; Cucunuba ZM, et al., 2008;
Taylor BJ, et al., 2011; Mendoza NM, et al., 2013; Herrera S, et al., 2014).

= Amplificacion isotérmica de acidos nucleicos (LAMP)

LAMP, es otra técnica de biologia molecular que amplifica acidos nucleicos, utilizando
equipos de menor complejidad y en menor tiempo que una PCR convencional. Hay kits
disponibles comercialmente para el diagnéstico del género Plasmodium y secuencias
especificas para P. falciparum (Hopkins H, et al., 2013; Polley SD, et al., 2010). Esta

técnica ofrece resultados cualitativos y su sensibilidad y especificidad es cercana a la de
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una PCR anidada (Sema M, et al., 2015). La mayor ventaja es la capacidad de deteccién
de pequefias cantidades del ADN del parasito en un minimo volumen de muestra (Aydin-
Schmidt B, et al., 2014). En Colombia, esta técnica ha sido probada en Tierralta,
Coérdoba, evidenciando sensibilidad y especificidad comparables con la PCR en tiempo
real y superiores a los datos obtenidos con la microscopia para el diagndstico tanto de P.
falciparum como de P. vivax y principalmente en el caso de las infecciones asintomaticas
(Vallejo AF, et al., 2015).

1.2 El parasito

1.2.1 Ciclo biologico de la infeccion natural por Plasmodium

El género Plasmodium pertenece al filo Apicomplexa, dentro del cual se incluyen también
los géneros Cryptosporidium y Toxoplasma. Los miembros de este filo son organismos
unicelulares, eucariotas, patdgenos y parasitos intracelulares obligados, caracterizados
estructuralmente por la presencia de un complejo apical localizado en su extremo anterior
y que esta directamente implicado en la invasién a la célula hospedera (Walker DM, et
al., 2014).

El complejo apical es un organelo secretor compuesto por la membrana plasmatica y la
membrana interna que conforman uno o mas sacos vesiculares aplanados formados por
roptrias, micronemas y anillo polar. Las roptrias corresponden a estructuras alargadas
gue se unen y forman un conducto rodeado por tres anillos polares y por los micronemas
(Figura 1-1). Ademas, existen filamentos intermedios que forman una red de proteinas
denominadas alveolinas, que conectan con la membrana interna. Los microtabulos sirven
como citoesqueleto, mantienen la forma del parasito durante el proceso de motilidad y
orientan la trayectoria de invasién celular en el sentido horario. EI complejo apical media
el proceso de movilidad e invasion del parasito a la célula hospedera. El contenido de los
micronemas es liberado al exterior a través de un sistema dependiente de calcio durante
el proceso de fusion de las membranas del parasito y la célula hospedera; su motilidad
esta correlacionada con la abundancia de los micronemas. El contenido de las roptrias
también es secretado en el complejo apical y la presencia de proteinas especificas de las
roptrias esta correlacionada tanto con el proceso de invasion y movimiento del parasito
como con el soporte de las fuerzas de traccion generadas durante la penetraciéon en la

célula hospedera (Frénal K, et al., 2017).
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En la Figura 1-1 se esquematiza la estructura del complejo apical en Toxoplasma gondii y

Plasmodium spp, con la caracteristica disposicion de las roptrias, los micronemas y el

anillo polar, ademas de la disposicion de la membrana plasmatica y la membrana interna.

Figura 1-1: Estructura de los Apicomplexa (Frénal K, et al., 2017).
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El ciclo biolégico de la infeccion por Plasmodium spp. requiere de un hospedero definitivo

donde se lleva a cabo la reproduccion sexual del parasito y un hospedero intermediario

donde se realiza la reproduccion asexual. Para Plasmodium spp., los hospederos

definitivos corresponden a las hembras de diversas especies de mosquitos del género

Anopheles, mientras que los humanos son considerados los hospederos intermediarios

(Phillips MA, et al., 2017).
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Durante el ciclo biolégico, el parasito asume diversas formas encargadas del proceso de
invasion celular. En primer lugar, los esporozoitos o formas infectantes, son inoculadas
por los mosquitos vectores durante la picadura, migran a lo largo de las células
sinusoidales del higado, ingresan y atraviesan las células de Kupffer y finalmente invaden
los hepatocitos; en segundo lugar, los merozoitos invaden los eritrocitos e inician la
esquizogonia eritrocitica minutos después de ingresar a la circulacion humana (Frénal K,
et al., 2017). Las formas haploides pueden ser intra o extra eritrocitarias, esta ultima en el
higado (fases de esquizogonia eritrocitica y esquizogonia exo-eritrocitica
respectivamente). En el higado, las formas haploides tienen funcion replicativa. A partir
de algunos merozoitos en la circulacién periférica del humano se generan gametocitos
haploides, que son la forma infectante para el vector (White NJ, et al., 2014).

Como se mencioné anteriormente, la motilidad de las formas parasitarias esta
correlacionada con la abundancia de los micronemas; los esporozoitos tienen mayor
cantidad de micronemas y se deslizan agilmente por los sinusoides hepaticos, mientras
gue los merozoitos tiene pocos micronemas y su motilidad es limitada. De igual forma, el
ooquineto que hace parte de la reproduccién en el vector, el cual se forma después del
cigoto, migra a través del epitelio del intestino medio del mosquito pero no lo invade y da

origen al ooquiste (Frénal K, et al., 2017).

= Esquizogonia eritrocitaria

Durante la esquizogonia eritrocitaria se generan las formas parasitarias sanguineas:
trofozoitos jévenes (o anillos) y maduros, esquizontes jévenes y maduros y merozoitos
(Phillips MA, et al., 2017). Esta fase es ciclica y el proceso de ruptura de los eritrocitos y
la liberacidbn de los merozoitos al torrente circulatorio es sincrénico con un tiempo
determinado entre 24 y 72 horas, dependiendo de la especie del parasito (Frénal K, et al.,
2017). La esquizogonia eritrocitaria estd asociada a las manifestaciones clinicas
(principalmente la fiebre) en el individuo infectado, ademas de condiciones patoldgicas
como la anemia secundaria a la ruptura masiva de eritrocitos (Phillips MA, et al., 2017).

La densidad de estas formas parasitarias en sangre periférica también depende de la
especie. P. falciparum es la especie que puede alcanzar mayor densidad parasitaria
debido, entre otros factores, a su capacidad de invadir eritrocitos jovenes y maduros
(White NJ, et al., 2014). Las altas densidades parasitarias estan asociadas a mayor

probabilidad de casos complicados y mortales (White NJ, et al., 2014). El rango de
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parasitemia asexual puede variar entre 100 y 1X10'? parasitos/ul de sangre; en general
se calcula que la densidad promedio estd entre 1X10% y 1X10* /ul y parasitemias
superiores a 1X10°ul son consideradas un criterio de diagndstico de malaria complicada
(Bousema T, et al., 2014).

= Gametocitogénesis

Los gametocitos o formas sexuales se originan a partir de algunos merozoitos circulantes
en la sangre periférica y requieren de un proceso de maduracion que abarca 5 formas
diferentes (Bruce MC, et al., 1990). En el caso de P. vivax las formas parasitarias
asexuales y los gametocitos aparecen simultaneamente en sangre periférica, mientras
gue en P. falciparum los gametocitos aparecen solo 3 semanas después de que las
formas asexuales comiencen a ser detectables debido a que en esta especie, los
gametocitos inmaduros son secuestrados en la médula ésea en donde llevan a cabo su
maduracién (Joice R, et al., 2014).

Durante el proceso de secuestro de los gametocitos de P. falciparum, los eritrocitos con
las formas parasitarias que resultardn en gametocitos se dirigen a la médula 6sea y se
unen a la pared endotelial de los sinusoides y luego migran al espacio extravascular
donde se lleva a cabo la maduracién (Silvestrini F, et al., 2012). Otro mecanismo de
gamecitogénesis ocurre a partir de esquizontes localizados en el mismo espacio
extravascular, que originan merozoitos que maduran a gametocitos siguiendo el mismo
proceso, el cual esta favorecido por la presencia de islas eritroblasticas en el sistema
hematopoyético (Smalley ME, et al., 1981).

Los gametocitos de P. falciparum pasan por cinco etapas distintas durante su
maduracién. La etapa | y la etapa inicial Il son morfolégicamente similares a los
trofozoitos que los originan; sin embargo, durante la etapa tardia Il ya es posible
distinguir la morfologia de los gametocitos. En la etapa Il y la etapa IV, las formas
parasitarias son mas alargadas y en forma de huso, mientras que en la etapa V, los
extremos son mas redondeados formando una media luna. En la fase final de
maduracion, los gametocitos salen de la médula 6sea a la circulacién y se ubican
preferentemente en los micro capilares subdérmicos desde donde son accesibles al
mosquito durante la ingesta de sangre (Joice R, et al., 2014). Es importante recordar que
los gametocitos de cada una de las especies del género Plasmodium que infectan a los

humanos presentan morfologias microscépicas particulares en su fase final de
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maduracién que permiten hacer diferenciacion de especie y, particularmente para P.
falciparum, los gametocitos son visibles por microscopia hacia la tercera semana de
infeccion, debido al secuestro en médula 6sea de las formas inmaduras; en la infeccion
por P. vivax, la parasitemia sexual (gametocitos) y asexual aparece de forma simultanea
desde el inicio de la infeccién (Joice R, et al., 2014).

La densidad de gametocitos maduros en sangre periférica para P. falciparum puede ser
menor a 100 gametocitos/pl de sangre y frecuentemente no son detectados durante la
evaluacion microscopica de la sangre (White NJ, et al., 2014). La escasez de
gametocitos maduros infectantes y circulantes de P. falciparum que puedan ser ingeridos
por los vectores representa uno de los cuellos de botella mas importantes a nivel del ciclo
biol6gico de esta especie de parésito; por tal razon, los humanos portadores de
gametocitos son reservorios de la infeccion pero solo algunos de estos individuos
cumpliran exitosamente el papel de transmisores (Drakeley CJ, et al., 2000). Sin
embargo, no existe una relacion lineal entre la densidad de gametocitos en sangre
periférica y la infectividad en el mosquito (Bousema T, et al., 2012; Churcher TS, et al.,
2013).

La produccién de gametocitos esta asociada con la aparicion de manifestaciones clinicas
en el humano que producen en el pardsito un estado de “estrés” secundario a la
respuesta inmune (Bousema JT, et al., 2006). De igual forma, otros factores como el uso
de tratamiento antimalarico (Dunyo S, et al., 2006), la anemia (Nacher M, et al., 2002) y
condiciones genéticas del humano como las variantes en los tipos de hemoglobinas
(Trager W & Gill GS, 1992; Gouagna LC, et al., 2010) son circunstancias que estimulan la
induccién y modulacién de la gametocitogenesis. Se ha observado que es mas frecuente
la presencia de gametocitos en individuos con bajas densidades de formas parasitarias
asexuales en sangre periférica (Drakeley CJ, et al., 2006) y también se ha visto aumento
en las densidades de gametocitos en caso de fallas terapéuticas al tratamiento
antimalarico; algunos de estos estudios sugieren que la seleccién de parasitos
resistentes a los medicamentos antimalaricos podria estar asociado con un incremento
en la probabilidad de transmision de este tipo de parasito (Price R, et al., 1999; Barnes
KI, et al., 2008). La gametocitogenesis también podria estar influenciada por la
temporada seca o lluviosa de transmision de la malaria en una region determinada
(Ouédraogo AL, et al., 2008).
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= Recombinacién genética del parasito en el vector

Los eventos de recombinacién genética de Plasmodium ocurren en el vector (Talman
AM, et al., 2004). El gametocito macho (microgametocito) sufre exflagelacion y divisiones
mitéticas, produciendo entre 6 y 8 gametos masculinos méviles que fecundaran al Unico
gameto producido por el gametocito hembra (macrogametocito) (Baton LA, et al., 2005).
Con la fecundacion se forma el cigoto y ocurren dos procesos meiéticos durante los
cuales se reordenan y recombinan los 14 cromosomas del parésito (Bennink S, et al.,
2016). A partir de cada cigoto se producen 4 potenciales genotipos que son diseminados
con los esporozoitos cuando estos emerjan entre 10 y 15 dias después de que el vector
haya ingerido los gametocitos (Talman AM, et al., 2004). La hembra del género
Anopheles puede inocular entre 10 y 20 esporozoitos por picadura (White NJ, et al.,
2014).

La diversidad genética producto de los eventos recombinatorios le da la posibilidad al
pardsito de evadir la respuesta inmune del hospedero y desarrollar resistencia a
medicamentos antimalaricos y/o vacunas, lo que constituye uno de los obstaculos en los
programas para el control y eliminacién de la malaria (Phillips MA, et al., 2017). La
diversidad genética de los pardsitos también genera variabilidad en términos de
virulencia, produccién de gametocitos, capacidad invasiva y niveles de parasitemia en el
humano. La aparicion de nuevos genotipos depende, entre otros factores, del nivel de
transmisién de la malaria en la zona y de la estructura de la poblacion de Plasmodium
(Walliker D, et al., 1987; Marques PX, et al., 2005)

= Malaria sintomatica y asintomatica en el ciclo bioldgico de la
infeccion natural por Plasmodium
En general se considera que la malaria es una enfermedad febril aguda y, como se
explico anteriormente, las densidades parasitarias en sangre tienen una correlaciéon
positiva con las manifestaciones clinicas de la infeccion; es decir, a mayores densidades
parasitarias, mayor probabilidad de que la infeccion sea sintomatica (Bousema T, et al.,
2014). El tiempo entre la inoculacibn de los esporozoitos y la aparicion de
manifestaciones clinicas (tiempo de incubacion) esta entre 12 y 14 dias. Para algunos
autores existen los cuadros de malaria crénica, los cuales hacen referencia a aquellos
individuos que después de exposiciones repetidas al parasito, desarrollan algin grado de

proteccion frente a la aparicibn de manifestaciones clinicas; esta parasitemia
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asintomatica (microscoépica o submicroscoépica) puede persistir hasta 15 meses (Babiker
HA, et al., 1998). Se sabe ademas que un porcentaje importante de los gametocitos
presentes en la circulacion del hospedero humano se encuentra de forma
submicroscopica y que existe una mayor frecuencia de gametocitos en infecciones
asintomaticas y con densidades parasitarias bajas (Bousema T, et al., 2014), lo cual es
crucial en el mantenimiento natural de la infeccion.

En la Figura 1-2 se observan las diferentes fases del ciclo biolégico de Plasmodium en
humanos, ademas de las formas parasitarias presentes en cada uno de los hospederos.
En las diferentes fases del ciclo biolégico de P. falciparum ocurren momentos de
expansion y reduccion en el numero de formas parasitarias, este Gltimo considerado
como cuellos de botella bioloégicos en el ciclo (Meibalan E, et al., 2017). Durante la
inoculacion, la hembra del género Anopheles, inyecta los esporozoitos; se calcula que si
se inicia con unos 10 esporozoitos, luego de la fase hepatica del ciclo se transformaran
en 1X10° merozoitos, nimero que se amplificard entre 1X10% y 1X10'? durante la
esquizogonia eritrocitaria (en un individuo susceptible, la poblacion de parasitos se
expande entre 6 y 20 veces por ciclo), pero finalmente s6lo 100 gametocitos/pl de sangre
estaran circulando en los capilares para ser ingeridos por el vector. Luego de la
fecundacién en el vector, de dos ooquistes emergeran 5X10* esporozoitos que se

almacenaran en las glandulas salivares del mosquito (White NJ, et al., 2014).

Figura 1-2: Ciclo bioldgico de la infeccion por Plasmodium en humanos (White NJ, et al.,
2014).
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1.2.2 Estructura genética de la poblacion de Plasmodium
y marcadores genéticos de la resistencia a los
antimaléaricos

La estructura genética de una poblacién esta determinada por la desviaciéon de la
hipétesis que plantea que las poblaciones del parasito se reproducen entre ellas al azar y
las frecuencias alélicas permanecen iguales de generacién en generacién, es decir,
estan en Equilibrio de Hardy-Weinberg. La desviacién de esta hipotesis se manifiesta en
estructuras poblacionales parasitarias con frecuencias alélicas diferentes. La variabilidad
genética de una poblacion especifica esta determinada por el numero y la frecuencia de
los distintos alelos del conjunto de genes al interior de la poblacion. El genoma de
Plasmodium consta de 14 cromosomas lineales, con un tamafio aproximado de 22 mega
bases y algo mas de 5000 genes que codifican proteinas, entre ellos algunos
pertenecientes a las familias de genes asociados a variaciones génicas importantes
(Kirchner S, et al.,, 2016). La variabilidad genética de P. falciparum depende de su
ubicacion geografica, del nivel de endemicidad de la malaria y de la estacionalidad de la
misma (Chenet SM, et al., 2012).

Por otro lado, el principio de Hardy-Weinberg establece que la composicién genética de
una poblaciéon permanece en equilibrio mientras no actlen factores como la seleccién
natural, la migracién y las mutaciones. Un factor que puede afectar las frecuencias de los
genotipos es la herencia de genes ligados. El ligamiento se define como la asociacién de
genes o secuencias de ADN vecinas y ubicadas en el mismo cromosoma en las que
aumenta la posibilidad de ser heredados conjuntamente por causa de su proximidad. De
esta forma, el desequilibrio de ligamiento es la propiedad de algunos genes en una
poblacion de no segregar de forma independiente (frecuencia de recombinacion menor al
50%). En estos casos, los dos loci implicados se encuentran en el mismo cromosoma y
no son transferidos de manera aleatoria a la progenie (de Mee(s T, et al., 2007).

Estudios sobre la estructura genética de las poblaciones de P. falciparumhan han
reportado que en zonas de baja transmision como Suramérica y el Sureste asiatico existe
un desequilibrio de ligamiento importante, una diversidad genética baja y niveles altos de
diferenciacion geogréafica (Anderson T, et al., 2000 ; Griffing S, et al., 2011; Farooq U, et
al., 2012; Ohrt C, et al., 1997) en comparacion con zonas de alta transmision en Africa,

en las cuales se ha descrito diversidad genética alta y niveles de diferenciacién
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geogréfica bajos (Bogreau H, et al., 2006; Leclerc MC, et al., 2002; Durand P, et al.,
2003).

Las infecciones multiples, que ocurren cuando diferentes cepas o variantes alélicas del
pardsito pueden ser identificadas en un humano infectado, son un reflejo de la diversidad
genética y de la estructura de la poblacién del parasito. Por ejemplo, las infecciones por
P. falciparum pueden ser monoclonales (una sola cepa o variante antigénica) o
policlonales (mé&s de una cepa o variante antigénica) dependiendo del nivel de
transmisién de malaria en la regién. En las zonas de baja transmision, como en la Regién
de las Américas, es mas frecuente que los casos de malaria estén asociados a un Unico
clon, siendo menos probables los eventos de recombinacion en el vector. En las zonas
de alta transmision se espera que las infecciones sean policlonales y, por consiguiente,
exista una mayor diversidad genética como consecuencia de la mayor probabilidad de
entrecruzamiento de gametos diferentes (Anderson TJ, et al., 2000). Es decir, si la
poblacién de parasitos es altamente diversa, como sucede en zonas de alta transmision,
la recombinacion va producir nuevos genotipos, pero si la diversidad es baja, como
sucede en zonas de baja transmisién, la recombinacién no va producir mayores cambios
en los genotipos. Las infecciones mdltiples pueden ser mas duraderas y generar
competencia entre genotipos infectantes; la infeccion por un solo genotipo puede durar
hasta 200 dias y durante la mayor parte del tiempo seran infecciones submicroscépicas
(Tanner M, et al., 1999; Bousema T, et al., 2014).

La evidencia genética sugiere un origen mdultiple de P. falciparum en la Regién de las
Américas, que probablemente se remonta al trafico de esclavos africanos entre los siglos
XVI y XIX, y que generd un cuello de botella cuyo efecto ha sido la disminucion de la
diversidad genética en las poblaciones americanas de esta especie del parasito
(Anderson TJ, et al., 2000; Yalcindag E, et al., 2012).

Por otra parte, la historia de seleccion por el uso de antimalaricos, que ha disminuido
progresivamente las prevalencias de infeccion en la Region de las Américas, también ha
contribuido a la reduccion de la diversidad genética de P. falciparum. Las cepas de P.
falciparum resistentes a los antimalaricos se originaron en zonas de baja transmisiéon
tales como Suramérica y el Sureste asiatico. La teoria que mejor explica el surgimiento
de las cepas resistentes hace referencia a la presion de seleccién ejercida por los
medicamentos antimalaricos y la posterior transmision de cepas con mutaciones
espontaneas que conllevan menor susceptibilidad al medicamento (Barnes Kl & White

NJ, 2005). Una vez que la resistencia emerge, su diseminacion se hace a través de los
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gametocitos pertenecientes a estas cepas de susceptibilidad limitada (Barnes Ki, Little F,
Mabuza A, Mngomezulu N, et al., 2008).

En zonas de alta transmision, en las cuales las infecciones multiples son mas frecuentes,
los procesos recombinatorios generan competencia entre los diferentes genotipos del
parasito y, posiblemente, le dan mayor oportunidad de sobrevida a las cepas con alelos
resistentes. En zonas de baja transmisién, en las cuales las infecciones son
monoclonales, los genotipos con alelos resistentes tienden a fijarse mas facilmente en la
poblacién de parasitos. Ademas, en las regiones de baja transmision la respuesta inmune
de los humanos infectados no es suficiente para eliminar la masa parasitaria en sangre y,
por lo tanto, es mas frecuente que existan individuos asintomaticos a los que no se les
suministra el tratamiento adecuado o que reciben dosis subterapéuticas de los
antimalaricos; de esta forma, se favorece la aparicion de cepas resistentes (Takala-
Harrison S & Laufer MK, 2015).

Las tasas de mutacion en Plasmodium estan directamente relacionadas con la ocurrencia
de la resistencia a los antimalaricos. En el caso de la resistencia a sulfadoxina-
pirimetamina, P. falciparum requiere de la acumulacién progresiva de mutaciones en los
codones S108N e 1164L del gen dhfr, las cuales generan fuerte resistencia a la
pirimetamina, y mutaciones en los codones N51| y C59R del mismo gen, que son los
moduladores de esta resistencia (Gregson A & Plowe CV, 2005; Hyde JE, et al., 2008).
Ademds, las mutaciones en los codones A437G y A581G del gen dhps generan
resistencia a la sulfadoxina y mutaciones subsecuentes en los codones S436A, K540E vy
A613S modulan este mecanismo de resistencia (Gregson A & Plowe CV, 2005). Por otra
parte, mutaciones en los genes pfcrt y pfmdrl estan asociadas con la reduccién de la
susceptibilidad a la cloroquina (Valderramos SG & Fidock DA, 2006; Gabryszewski SJ, et
al., 2016). Por ultimo, se han identificado mutaciones en el dominio kelch de P.
falciparum como posibles marcadores genéticos de resistencia a los derivados de
artemisinina (ACT), compuestos usados actualmente en terapias combinadas como
tratamiento de primera linea para la malaria no complicada por P. falciparum bajo el
supuesto de que el uso combinado de medicamentos de vida media corta (como los
derivados de artemisinina) y vida media larga retrasa el surgimiento de resistencia; sin
embargo, se han reportado casos de resistencia surgidos de forma independiente en

multiples lugares en el Gran Mekong en el Sur Este Asiatico (Ariey F, et al., 2013).
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1.2.3 Andlisis del polimorfismo de nucledtido dnico (SNPs) y
microsatélites en la descripcion de la estructura genética de
P. falciparum
Existen diferentes cepas de P. falciparum que han sido caracterizadas por su asociacion
a manifestaciones clinicas (Garnham P, 1966) segun sus perfiles isoenzimaticos (Fenton
B, et al., 1985) o su estructura molecular, lo cual ha sido posible gracias al desarrollo de
técnicas que permiten identificar polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs) y al analisis
de la variacién de secuencias repetidas conocidas como microsatélites (Auburn S & Barry
AE, 2017). En las investigaciones sobre la transmisién de la malaria, la genotipificacion
de regiones altamente polimérficas como los microsatélites y los analisis de polimorfismo
de nucledtido anico (SNPs) son técnicas relativamente recientes, que han sido usadas
para identificar infecciones multiples y determinar la diversidad genética y la estructura de
las poblaciones de los parasitos.

= Microsatélites

Los primeros marcadores de microsatélites utilizados para caracterizar los parasitos
causantes de la infeccion por malaria fueron determinados en 1999 (Anderson TJ, et al.,
1999). Se considera que las modificaciones en los alelos microsatelitales asociados a
genes de resistencia presentes en varias muestras tienen un mismo origen, dada la baja
probabilidad de que esto ocurra de forma independiente en las poblaciones del parasito
en una misma area geogréfica. Mediante este tipo de analisis, se estudio el flujo genético
en zonas de baja transmisién en América y se estableci6é que el origen de la infeccion de
P. vivax en la region se localiza en lquitos, Perq, debido a las altas tasas de desequilibrio

de ligamiento detectadas en la localidad (Delgado-Ratto C, et al., 2016).

En zonas de alta transmision es frecuente la presencia de multiples clones del parasito;
particularmente en el caso de P. falciparum, las poblaciones tienden a ser panmiticas
(poblaciones con entrecruzamiento debido basicamente al azar), presentan bajas tasas
de desequilibrio de ligamiento (equilibrio de ligamiento) y alta diversidad genética. En el
caso de zonas de baja transmision hay pocos clones del parasito en circulacion y, para P.
falciparum, las poblaciones se caracterizan por la baja diversidad genética y las altas
tasas de desequilibrio de ligamiento, lo cual es coherente con el poco flujo genético
dentro y entre las poblaciones del parasito en zonas de baja transmisién (Auburn S &
Barry AE, 2016).
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= Analisis de polimorfismo de nucledtido unico (SNPs)

El andlisis del polimorfismo de nucledétido Unico (SNPs) es una técnica complementaria y
alternativa a la de los microsatélites, dadas las dificultades para establecer un modelo de
la variabilidad y por la dificultad para estandarizar las metodologias en las plataformas de
genotipificacion y analisis de la informacion en el caso de loci microsatelitales (Sutton PL,
et al., 2013). El andlisis de SNPs permite describir patrones de transmision de malaria en
una zona determinada a través de un conjunto de sitios polimérficos que operan como un
cédigo de barras que permite etiquetar la variabildad genética en individuos o
poblaciones parasitarias. Este codigo de barras permite establecer parametros tales
como la multiplicidad de infeccion y la diversidad de haplotipos. La técnica es util para
describir la estructura de poblacion del parasito y monitorearla en el tiempo, sobre todo si
se desea evaluar algun tipo de intervencién. Los SNPs no solo han sido utiles para definir
patrones de transmision de P. falciparum por ejemplo en Senegal, Zambia, Panama y
Etiopia (Auburn S & Barry AE, 2017), sino que también se han utilizado para determinar
el origen de P. vivax (Baniecki ML, et al., 2015). Aunque el andlisis de SNPs puede ser
mas practico, rapido y barato que el de microsatélites, con esta técnica también se tienen
dificultades para definir cambios en los patrones de transmisién y la estructura de
poblacion del parasito a nivel local, en resoluciones mas finas (Auburn S & Barry AE,
2017).

» Proyecto SpotMalaria

Desde el afio 2015 en el Wellcome Sanger Institute se ha desarrollado el proyecto
SpotMalaria que a través de tecnologias gendmicas permite monitorear la evolucién
genética de los parasitos a nivel mundial, contribuyendo de esta forma con los esfuerzos
de eliminacién y erradicacion (https://www.malariagen.net/projects/spotmalaria). Este
proyecto consta de una amplia red de colaboradores a nivel mundial que, de forma
conjunta, ofrece datos sobre la genética del parasito. De esta forma, se encuentra
disponible desde el afio 2015 la informacioén relacionada con mas de 900000 SNPs en
regiones exoénicas del genoma, obtenidos a partir del analisis de 3488 muestras
recolectadas en papel de filtro provenientes de 43 localidades en 23 paises. Las
muestras son secuenciadas con la colaboracion del Wellcome Sanger Institute y la
mayoria de los datos se encuentran disponibles en las bases del European Nucleotide

Archive (http://www.ebi.ac.uk/ena/home).
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En el caso particular de P. falciparum, los datos del proyecto ofrecen informacion sobre
mas de 20 variaciones genéticas relacionadas con genes asociados a la resistencia a los

antimalaricos:

= Mutaciones en el dominio propeller (gen kelch13): resistencia a artemisinina.
= Mutaciones en pfexo: resistencia a piperaguina.
= Mutaciones en pfcrt y pfmdrl: resistencia a cloroquina, amodiaquina y mefloquina.
= Mutaciones en pfdhps y pfdhfr: resistencia a antifolatos.
= Mutaciones en arpsl0, mdr2, fd y crt326: relacionados con antecedentes
genéticos del parasito para la mutacion en kelchl3 (Parasite genetic background
o PGB).
A manera de conclusién, en la Tabla 1-3 se resume el comportamiento de los parametros
poblacionales e inmunolégicos descritos en zonas de alta y baja transmisién para P.

falciparum.

Tabla 1-3: Diferencias entre zonas de alta y baja transmision en cuanto a la intensidad
de transmision, la estructura de la poblacion de P. falciparum, la respuesta inmune y la
malaria.

Zonas de alta transmision

Zonas de baja transmision

Nivel de parasitemia Alto Bajo
Especie parasitaria mas P. falciparum P. vivax
frecuente

Diversidad genética de P. Alta Baja

falciparum (variabilidad
alélica)

Proporcion de infecciones
multiples de P. falciparum

Alta (policlonal)

Baja (oligoclonal o
monoclonal)

Inmunidad adquirida

Nifilos mayores y adultos

Independiente de la edad

Titulos de anticuerpos Altos Resultados no
concluyentes
Proporcién de malaria Baja Alta

asintomatica

Fuente: Construccion propia.
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1.3 Dinamica de transmision de la malaria

1.3.1 Intensidad de la transmisidn y otras definiciones en malaria

La malaria es considerada la primera causa de enfermedad parasitaria a nivel mundial y
anualmente, se invierten miles de millones de dolares en programas para su eliminacion;
sin embargo, la transmisién de la malaria esta relacionada con las pobres condiciones
sociales y econémicas de las poblaciones que la padecen, la inequidad y falta de acceso
a servicios esenciales de atencioén y la falta de cobertura universal de las intervenciones
contra la enfermedad (WHO, 2014). Para estudiar y clasificar el comportamiento
epidemioldgico de la malaria en las regiones endémicas, se han definido una serie de
indicadores especificos que se describen a continuacion.

Intensidad de transmisién de la malaria (ITM) y tasa de inoculacion entomolégica (TIE):
La ITM es la frecuencia con la cual los mosquitos vectores infectados inoculan las formas
infectantes de Plasmodium en los humanos y se expresa en funcion de la Tasa de
Inoculacién Entomoldgica (TIE), que es un indicador de la carga por malaria en una
poblacion humana especifica en un momento determinado. La TIE se define como el
namero de picaduras infecciosas por individuo por unidad de tiempo. Entre los factores
de mayor importancia para la determinacion de la intensidad de la transmision se cuentan
los parametros entomol6gicos como longevidad, habitos de picadura y eficiencia de
transmision del parésito y las variables epidemioldgicas que relacionan las densidades
poblacionales de vectores y humanos. De este modo, las areas de alta intensidad de
transmision se definen como las zonas en las cuales un individuo puede recibir mas de
1000 picaduras infecciosas por afio, mientras que en las areas de baja transmision el
namero de picaduras infecciosas por individuo puede ser igual 0 menor que uno. Una
tasa alta de inoculacién entomoldgica es un factor importante en la generacion de mayor
diversidad genética en las poblaciones de Plasmodium y favorece la aparicion de
infecciones mdiltiples. Las mayores TIE (alta transmisién) se encuentran en Africa tropical
y las menores (baja transmision) en Caucaso, Asia Central y América (Smith TA, et al.,
2017).

Capacidad vectorial: es una medida util para evidenciar el potencial vectorial de una
especie. Este indice determina el nUmero de contactos potencialmente infectantes que

un humano tiene con una poblacion de vectores que ha superado el periodo de latencia
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del parasito, en una unidad de tiempo. Este indicador depende tanto de factores
relacionados con la biologia del vector (esperanza de vida y probabilidad de
supervivencia) como de su relacidon con los parasitos (duracién del ciclo esporogénico en
el vector y proporcién de especies vectoras que sobreviven un ciclo esporogoénico) y con
las poblaciones humanas (relacién entre las densidades poblacionales de vectores y
humanos y frecuencia de picaduras del vector al humano o antropofilia). Al igual que
sucede con la TIE, la obtencion de esta tasa requiere de la realizacion de estudios
costosos y prolongados, ademas del traslado de muestras de anofelinos al laboratorio, lo
que dificulta el célculo del indicador en zonas de bajas densidades vectoriales, como
ocurre en América. En Africa, en donde las densidades de vectores son altas y existe un
patron antropofilico marcado, la capacidad vectorial se emplea como predictor en alertas
tempranas de epidemias (Castro MC, 2017).

Fuerza de infeccién y fuerza de infeccion molecular: la fuerza de infeccién es el nUmero
de infecciones (sintomaticas o0 asintométicas) por persona durante un tiempo
determinado, generalmente un afio. Es un buen indicador de heterogeneidad de la
exposicion y de nivel de la exposicion de la infeccién; sin embargo, su precision para
describir la dindmica es mayor en zonas de baja transmisién, ya que en regiones en
donde la TIE es superior a 10, su uso tiende a no ser concluyente. Con el fin de
determinar si las infecciones son realmente recientes, se utiliza la fuerza de infeccion
molecular, que es el nimero de nuevos pardsitos o clones del parasito adquiridos por
unidad de tiempo. Los modelos cataliticos a través de las encuestas de corte transversal
0 los estudios de cohorte son metodologias para determinar este indicador, lo que
requiere estudios amplios con representatividad para todos los grupos de edad. El uso de
técnicas de diagndéstico molecular mejora de forma importante el nivel de deteccién de
las infecciones, pero factores como la estacionalidad de la infeccion pueden hacer que
algunos clones del parésito sean indetectables, incluso por PCR, en algunos momentos
del afio. Hay otros factores que pueden afectar los resultados, como la edad, el uso de
toldillos impregnados con insecticidas o el uso de quimioterapia (Tusting LS, et al., 2014).
indice parasitario anual (IPA): es una tasa expresada en 1000, que relaciona el nimero
de casos de malaria ocurridos en un afio sobre la poblacion en riesgo, en una zona
determinada. Este indice permite clasificar las regiones en zonas de transmision alta
(IPA>10), moderada (IPA 1-10) y baja (IPA<1) (OMS, 2017(a)).

A partir de la combinacion de los pardmetros descritos anteriormente se determina que

las zonas de transmision estacional inestable de la malaria presentan valores de TIE por
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debajo de 10 (promedio entre 1y 2) e IPA entre 1 y 10 (con mayor frecuencia los valores
son menores que 1); estas zonas se localizan en gran parte de Asia y América. Por otra
parte, las zonas de transmisién estacional estable de malaria se caracterizan por
presentar valores de TIE entre 10 y 100 e IPA mayores que 10; estas regiones se
localizan principalmente en Africa Occidental (Moss WJ, et al., 2015). En zonas de baja
transmision pueden existir pequefias areas geograficas en las que sus habitantes tengan
probabilidades mayores de exposicién a la picadura de los vectores, haciendo que la
distribucion de los casos no sea uniforme. Estas areas son conocidas como “puntos
criticos” o “puntos calientes” y son blancos de intervencion (Sturrock HJ, et al., 2013;
Mosha JF, et al., 2013).

Numero reproductivo basico (Ro): las variables entomoldgicas y las epidemioldgicas
humanas de transmision de la infeccion pueden resumirse en un concepto cuantificable
denominado numero reproductivo béasico (Ro), que es el numero de picaduras
infecciosas secundarias generadas a partir de un individuo en una poblacién susceptible.
Si el Ro es superior a 1, la infeccion tiende a la expansion mientras que si el Ro es menor

gue 1 la infeccion tiende a la desaparecer (Smith TA, et al., 2017).

-7 , 2 b T
La ecuacion del nimero Ro se expresa como Ro = %, donde:

m = namero de mosquitos hembras por hospedero humano

a = numero de picaduras por mosquito por dia

b = probabilidad de transmitir la infeccion de un mosquito infeccioso a un ser humano
(por picadura)

¢ = probabilidad de transmision de infeccion de un humano infeccioso a un mosquito (por
picadura)

y = indice de recuperacion de humanos de la infecciosidad (1/y = duracion de la

infecciosidad humana)

p = supervivencia diaria de los mosquitos adultos
T = el periodo requerido para el desarrollo de esporozoitos durante la infeccion en el
mosquito

En la Figura 1-3 se grafica el fendmeno dindmico reflejado por el nimero R,, utilizando
los pardmetros explicados anteriormente. Asi, se obtiene el nuimero esperado de

hospederos humanos o mosquitos que se infectarian luego de una generacién completa
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del parésito a partir de un solo vector o un solo humano infectado, concibiendo de forma
dindmica la interrelacion de los pardmetros del humano y del vector. Usando la ecuacion,
es posible comparar el impacto de la intervencién en diferentes etapas del ciclo de la
malaria. De esta manera se muestra que al disminuir la poblacion de hembras del
mosquito adultas se logra una mayor reduccion en la transmisibn mucho mas que al
intervenir en cualquier otra etapa del ciclo de vida del parésito o del vector, suponiendo
que todos los otros factores sean estables. El nimero R, sirve, por tanto, para describir la
dindmica de la infeccibn y como instrumento para evaluar la eficiencia de los

mecanismos de control (Smith TA, et al., 2017).

Figura 1-3. El nUmero Ro y la relaciéon dindmica de los parametros humanos y del vector.
Fuente: Smith DL, et al., 2007.
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1.4 Historia del control y la eliminacion de la malaria

La Campafa Mundial para la Erradicacion de la Malaria oper6 entre 1955 y 1969 y sus
principales estrategias fueron el rociado intradomiciliario y extra domiciliario con dicloro
difenil tricloroetano (DDT), el uso de larvicidas y la administracion masiva de
antimalaricos como la cloroquina. Esta campafa se inici6 en 1955 durante la octava
Asamblea Mundial de la Salud en México D.F. y finaliz6 en 1969 durante la 22a
Asamblea Mundial de la Salud en Boston. Aunque esta campafia aseguré la eliminacion
de la malaria en varias regiones del mundo como Europa Occidental y los Estados
Unidos de América, termind abandonandose debido a obstaculos técnicos como el
surgimiento de especies del vector resistentes al DDT y de parasitos resistentes a las
antimalaricos (los primeros casos de resistencia a cloroquina se informaron en 1958),
ademas de la falta de apoyo politico y financiero en muchos paises durante esa época.
De igual forma, no se tuvieron en cuenta las diferencias epidemiol6gicas locales ni
regionales y los paises no contaban con la experiencia administrativa ni epidemiolégica
para asumir las estrategias planteadas (WHO, 2016).

Durante las décadas de los afios 70, 80 y 90 se desarrollaron estrategias encaminadas al
control de la malaria, pero con un claro deterioro en la morbilidad y mortalidad en malaria
a nivel mundial. A pesar de las recomendaciones surgidas de la Primera Conferencia en
Atencion Primaria de Salud en Alma-Ata en 1978, los gobiernos no abandonaron las
practicas de erradicacion y no asumieron el nuevo enfoque de la atencién primaria.
Aparecieron, ademas, nuevos factores de riesgo como el cambio climatico, conflictos
armados y sobre la tenencia de tierras y crisis econdmicas en diferentes regiones del
mundo que movilizaron la poblacién humana y la expusieron a la picadura del mosquito.
Ademas, surgid la resistencia a nuevos antimalaricos y se diseminé la resistencia a la
cloroquina a nivel mundial (Alger J, 1998), aunque es importante aclarar que tanto P.
vivax como P. falciparum se mantienen susceptibles a la cloroquina en la subregion de
Mesoameérica y la isla de La Espafiola en la actualidad (COMISCA, 2015).

Ante el panorama descrito para los afios 70, 80 y 90, surgio la Estrategia Mundial de
Lucha contra el Paludismo durante la Conferencia Ministerial sobre Malaria en
Amsterdam en 1992. Esta estrategia se basaba en componentes técnicos que
aseguraban el diagnéstico y tratamiento oportunos, implementaban actividades de control
vectorial sostenibles y selectivas, detectaban, contenian y prevenian las epidemias y

fortalecian la investigacion basica y aplicada, principalmente a nivel local y de tal forma
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gue se evaluara de forma regular la situacion en malaria, incluyendo factores ecolégicos
y socio-econdmicos locales. Esta estrategia tuvo como objetivos disminuir la morbilidad
por malaria y prevenir la mortalidad asociada a ella a través de la aplicacion de medidas
de control. Durante su ejecucion se puso en evidencia la variabilidad en los contextos
epidemioldgico, ecoldgico, social y operacional entre paises y entre regiones en cada
pais. Con esta estrategia se concluy6 que se requeria de un andlisis de costo-efectividad
para asegurar medidas sostenibles, ademas de la participacion de otros sectores como
medioambiente, educacion, agricultura, desarrollo y planeacion, siendo fundamental la
descentralizacion administrativa y la participaciéon comunitaria en la toma de decisiones
(OMS, 2017(b)).

A finales de los afios 90, la Estrategia Mundial de Lucha contra el Paludismo fue
acompanada por iniciativas como la de “Hacer Retroceder el Paludismo” (HRP, del inglés
Roll Back Malaria). Esta iniciativa surgié luego del andlisis realizado por la OMS, en el
cual se aseguraba que el control de la malaria en aquella época era inadecuado debido,
entre otras razones, a la incapacidad de los paises endémicos para responder a las
necesidades de enfrentar esta enfermedad, a la falta de fondos, a la ausencia de
esfuerzos internacionales coordinados y a la alta frecuencia de sistemas de salud
debilitados. En este contexto, se conjugaron los esfuerzos de los paises con riesgo de
trasmisién, las agendas bilaterales de desarrollo y de las Naciones Unidas, los bancos de
desarrollo, el sector privado y organizaciones no gubernamentales para la creacion de
esta iniciativa. El objetivo final era la disminucién significativa de la carga de morbilidad
por malaria, basicamente asegurando el acceso de la poblacibn mas pobre a
intervenciones antimaléricas eficaces (Remme JH, et al., 2001). Su regién objetivo inicial
fue Africa, pero posteriormente la iniciativa se generalizé y fue apoyada por estrategias
regionales como la Red Amazénica de Vigilancia de la Resistencia a los Antimalaricos
(RAVREDA), que originalmente fue conformada en 2001, en colaboracion con la OPS,
por Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana, Pera, Surinam y Venezuela como una
respuesta al reto de la resistencia a los antimalaricos en la regibn amazonica;
posteriormente, se involucraron paises de Centroamérica y el Caribe. De forma paralela y
también como apoyo de la iniciativa HRP en América Latina, la Agencia de Desarrollo
Internacional de los Estados Unidos y la Oficina de Enfermedades Infecciosas en
América Latina y el Caribe (USAID/LAC) lanzaron la Iniciativa contra la Malaria en la
Amazonia (Amazon Malaria Initiative/AMI) en 2001 (Recht J, et al., 2017).
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A comienzos del siglo XXI ya estaba establecido que el uso de uso de toldillos
impregnados con insecticidas de larga duracion (TILD), la aplicacién de pruebas rapidas
para el diagnéstico y la administracion de terapia combinada con derivados de
artemisinina eran estrategias prometedoras, eficaces y basadas en evidencias que
funcionaban en el control de la malaria, asi que para el afio 2007 se estaba retomando la
idea de la eliminacién de la malaria, con el apoyo financiero del Fondo Mundial de Lucha
contra el Sida, la Tuberculosis y la Malaria y la Fundacion Bill y Melinda Gates (Meibalan
E & Marti M, 2017).

Con la implementacion de estas herramientas antipalidicas y en el marco de la
declaracién de los Objetivos de Desarrollo del Milenio, en el afio 2015 se logré alcanzar
la meta 6C del objetivo 6, la cual consistia en detener y empezar a revertir la incidencia
mundial del malaria entre 2000 y 2015; durante este periodo se redujo la morbilidad por
malaria en 41% y la mortalidad en 62%. De igual forma, con las actividades del Plan
Estratégico Regional contra la Malaria en las Américas 2006-2010 se redujo en 52% la
morbilidad por la malaria en la regién entre el afio 2000 y el 2009, y disminuyeron en un
69% las muertes relacionadas con esta enfermedad y se alcanzaron las metas de
reduccion de la carga de malaria en 18 de los 21 paises endémicos de la region (OMS,
2017(b); OMS. OPS, 2011).

Con este panorama, en el afio 2015 se lanzé la Estrategia Técnica Mundial de la OMS
contra la Malaria 2016-2030. Los pilares de la estrategia son los de garantizar el acceso
universal a la prevencion, diagnéstico y tratamiento de la enfermedad, acelerar los
esfuerzos dirigidos a la eliminacién y a la obtencién del estado de «libre de paludismo» y
convertir la vigilancia del paludismo en una intervencion basica. Para alcanzar estos tres
pilares se necesitan dos elementos claves que son el aprovechamiento de las
innovaciones junto con la expansion de la investigacion y desarrollo y el fortalecimiento
de un entorno propicio mediante la financiacion, el compromiso politico y la colaboracion
multisectorial (OMS, 2016).

Las metas de la Estrategia Técnica Mundial para 2030 son la reduccion de la incidencia
de casos de malaria y de sus tasas de mortalidad como minimo en un 90%, la
eliminacion de la enfermedad en 35 paises mas en comparacion con la situacion

existente en el 2015 y la prevencién del restablecimiento de la enfermedad en paises
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libres de ella. Ademas de estas metas, existen también hitos intermedios para 2020 y

2025 (OMS, 2016) (Tabla 1-4).

Tabla 1-4: Objetivos, hitos y metas de la Estrategia Técnica Mundial contra la Malaria,

2016-2030.

Objetivos

Hitos

Metas

2020

2025

2030

1. Reducir las tasas de
mortalidad por malaria en todo
el mundo en comparacion con
las de 2015

Por lo menos
40%

Por lo menos
75%

Por lo menos
90%

2. Reducir la incidencia de
casos de malaria en todo el
mundo en comparacion con la
de 2015

Por lo menos
40%

Por lo menos
75%

Por lo menos
90%

3. Eliminar la malaria en los
paises que siga habiendo
transmisién en 2015

Por lo menos 10
paises

Por lo menos 20
paises

Por lo menos 35
paises

4. Evitar el restablecimiento de

Reestablecimiento
evitado

Reestablecimiento
evitado

Reestablecimiento
evitado

la malaria en todos los paises
exentos de la enfermedad

Fuente: (OMS, 2016).

En Colombia, la lucha antimalarica ha recorrido el camino de la erradicacion, el control y
la eliminacion. El Servicio de Erradicacion de la Malaria (SEM) fue un programa que
funcion6 desde 1958 hasta 1984. Entre 1957 y 1959 se desarroll6 la fase preoperatoria y
en los afios sesenta se inicié la fase operatoria. Al igual que en las campafias de
erradicacion mundial, las estrategias de erradicacién en Colombia fueron el uso del DDT
y la administracién masiva de cloroquina. Una de las herramientas de soporte para las
campafas de erradicacion fue el registro detallado y sistematico de la informacion
epidemioldgica (consumo de insumos y medicamentos, nimero de laminas leidas,
namero de personas examinadas, nimero de visitas a cada region, entre otras) y el
disefio de mapas manuales elaborados por los funcionarios que se adentraban en las
zonas lejanas y rurales que visitaban, con lo que se logré una cobertura amplia de las

zonas maléricas en el pais (Carmona-Fonseca J, 2003; Franco S, 1990; Valero-Bernal
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MV, 2006). Sin embargo, parte de las razones del fracaso del SEM fue la crisis financiera
y el hecho de que fue una estrategia a la que le falté tomar en cuenta la realidad social y
cultural de los pobladores (Franco S, 1990). En 1984, la OMS cambié los planes de
erradicacion de la malaria por una estrategia del control; en Colombia, las funciones del
SEM fueron asumidas por las direcciones o secretarias departamentales de salud. Con la
Ley 100 de 1993, el Sistema de Salud colombiano sufri6 un cambio dréstico que llevo a
gue los programas centralizados y verticales, como el del control de la malaria, se
desarticularan y casi desaparecieran. Durante esa época, las funciones del programa de
control de la malaria pasaron a ser responsabilidad de los municipios y los
departamentos (Borrero E, et al., 2012).

Actualmente, los objetivos de la Estrategia de Gestién Integrada (EGI) para la promocién,
prevenciéon y control de las Enfermedades Transmitidas por Vectores en Colombia 2012
— 2021 y el Plan Decenal de Salud Publica en Colombia son los de reducir en un 80%, de
manera progresiva y sostenida, la mortalidad por malaria en todas las entidades
territoriales durante el periodo 2012-2021, reducir progresivamente en un 50%, la
morbilidad por malaria en las areas endémicas del pais hasta el afio 2021 vy, para el
mismo afio, eliminar la transmisién periurbana de malaria en los 16 focos identificados en
Colombia, trece de los cuales estan ubicados en la Region Pacifica (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2013; Ministerio de Salud y Proteccion Social y OPS, 2014).

La EGI esta conformada por siete componentes: la gerencia del programa, relacionada
con la planeaciéon monitoreo y evaluacion; la inteligencia epidemiolégica, lo cual incluye la
notificacion semanal de casos y muertes; la gestién del conocimiento en relacién con el
reentrenamiento de los funcionarios; la promociéon de la salud que involucra la
participacién comunitaria; la prevencién primaria de la transmision, que esta en relacion
directa con la reduccion de la exposicion al vector, control de criaderos, uso de larvicidas,
rociado residual intradomiciliario y uso de toldillos impregnados con insecticidas de larga
duracion (TILD); la atencién integral de pacientes, lo cual incluye el diagndstico,
tratamiento y blsquedas activas; y la gestibn y atencién de contingencias como
respuesta oportuna a la aparicion de brotes (Ministerio de Salud y Proteccion Social y
OPS, 2014).
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2.0Dbjetivo especifico 1

2.1 Objetivo especifico 1

Estimar la prevalencia de malaria asintomatica y portadores de gametocitos en el barrio

Santa Monica, Guapi-Cauca y en la vereda EIl Cuerval, Timbiqui-Cauca, Colombia.

2.2 Metodologia

2.2.1 Tipo de estudio

Estudio de corte transversal con cuatro mediciones en los afios 2015 (marzo-abril y
septiembre-octubre) y 2016 (marzo-abril y septiembre-octubre) en el barrio Santa Monica
de Guapi y dos mediciones mas en diciembre de 2015 y mayo de 2017 en El Cuerval,
Timbiqui. Se tomaron muestras de sangre venosa y gota gruesa en la poblacién con el fin

de realizar el diagnéstico microscoépico y por PCR de la malaria asintomatica.

2.2.2 Sitio de estudio

Santa Monica es un barrio ubicado en la zona urbana del municipio de Guapi,
departamento del Cauca (2°33'56.22"N, 77°53'8.43"W). Este barrio fue elegido para el
estudio porque segun informacién suministrada por la Oficina para el Control de
Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETV) de la Secretaria Departamental de Salud
del Cauca, alli se registraron en promedio 41 casos de malaria anuales entre 2007 y
2013, lo que lo ubica como una de las zonas con mayor niumero de casos de malaria
urbana en el municipio. Los cuatro momentos de medicion (marzo-abril y septiembre-
octubre) durante los afios 2015 y 2016 fueron escogidos con base en un estudio
documental retrospectivo realizado con la informacion suministrada por la oficina ETV de
la Secretaria Departamental de Salud del Cauca. En la vereda de EI Cuerval
(2°45'1.81"N, 77°47'59.40"W), ubicada en el municipio de Timbiqui, Cauca, se reportaron
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en promedio 21 casos de malaria al afio durante el periodo 2007 — 2013; por otra parte,
segun datos suministrados por la misma oficina, se registré un aumento inusitado de

casos en el ultimo periodo epidemioldgico del afio 2015 (Figura 2-1).

Figura 2-1: Mapa de sitios de procedencia de los individuos incluidos en el estudio.
Santa Ménica, Guapi y El Cuerval, Timbiqui.
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2.2.3 Comportamiento de la malaria en Guapi durante el periodo
de estudio
Se utilizé el disefio de los canales endémicos aplicando el método de la mediana y los
cuartiles con el fin de monitorear del comportamiento de la malaria en el municipio, el
departamento y el pais. Con este disefio se generaron cuatro zonas de estimacién del
riesgo de la ocurrencia de malaria: una debajo del cuartil inferior o zona de éxito, una
entre el cuartil inferior y la mediana o zona de seguridad, una entre la mediana y el cuartil
superior 0 zona de alerta y una por encima del cuartil superior 0 zona epidémica
(Orellano PW& Reynoso JI, 2011). Dicha informacién se obtuvo a partir de los registros
del SIVIGILA y los datos proporcionados por la oficina ETV de la Secretaria

Departamental de Salud del Cauca.

2.2.4 Definicion de caso de malaria asintomatica

Presencia de formas asexuales de Plasmodium spp. en sangre periférica detectables a
través de la microscopia de luz en ausencia de escalofrios, fiebre y sudoracion; el
conjunto completo de estos sintomas no deberia haberse presentado durante la semana
previa al momento de inclusion del participante. Para cumplir con la definicion, el
individuo debié mantenerse asintomatico y con parasitemia asexual hasta el

decimocuarto dia de seguimiento (OMS, 2017).

2.2.5 Estudio de campo. Marco muestral. Censo

Se visitd casa a casa el barrio Santa Mdnica en Guapi, se hizo la georreferenciacion de la
vivienda y se recolectd informacion demogréafica de cada integrante del hogar (nombre
completo, edad, fecha de nacimiento, género y nimero de documento de identidad), con
el fin de realizar la seleccién aleatoria de la muestra de la poblaciéon en la cual se
diagnostic6 la malaria asintomatica. Cada casa y cada uno de los individuos que

habitaban las viviendas fueron identificados mediante nimeros consecutivos.

2.2.6 Tamaino de muestra y seleccion de los individuos

Se estim6 que la prevalencia de malaria asintomética en areas de transmision baja e
inestable como es el caso de Colombia puede variar alrededor de 15 + 5%, calculado a

partir de un promedio de las frecuencias informadas en la literatura de acuerdo con
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resultados de estudios realizados en paises latinoamericanos, incluyendo a Colombia
(Alves FP, et al., 2002; Marcano TJ, et al., 2004; Cerutti C Jr, et al., 2007; Fugikaha E, et
al., 2007; Gil LH, et al., 2007; Suarez-Mutis MC, et al., 2007; Roper MH, et al., 2000;
Roshanravan B, et al., 2003; Branch O, et al., 2005; Cucunuba ZM, et al., 2008;
Cucunubé ZM, et al.,2013; Osorio L, 2004).

El calculo de la muestra se realiz6 utilizando la férmula (Dennis RJ & Pérez A, 2004):

Z%pq
n = dz
En donde:
p = proporcion esperada de malaria asintomatica reportada en la literatura
q=1-p

d = error de muestreo del 1%

Z = 1,96 para un nivel de confianza del 95%

Aplicando dicha férmula y teniendo en cuenta 15% de pérdidas, el nimero de individuos
requeridos para el estudio se calculé en 300; sin embargo, debido a la baja cantidad de
casos detectados en el primer muestreo, se decidi6 aumentar la muestra a 400
individuos.

Luego del censo se disefié un plano del barrio con la ubicacién de las viviendas y se
realizé el muestreo aleatorio simple de los individuos (paquete estadistico Statal3®). En
el muestreo se tuvieron en cuenta, ademas, los criterios de inclusion y exclusion de

pacientes.

Criterios de inclusién

*= |ndividuos mayores de 2 afios de edad.

*= No tener ni haber presentado escalofrios, fiebre y sudoracion en la Ultima semana
(los tres sintomas a la vez y durante todos los dias de la semana previa),
confirmado durante el examen fisico practicado por el médico.

= Consentimiento informado del paciente o, en el caso de los nifios, de su padre,

madre o tutor responsable.
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Criterios de exclusion.
= Pacientes diagnosticados con malaria durante la Ultima semana y que estuviesen
recibiendo o no tratamiento en el momento de la evaluacion.

= Mujeres embarazadas.

En El Cuerval, Timbiqui, no se utilizaron procedimientos para calcular el tamafio
muestral. En esta vereda se visitaron todas las casas y tanto la informacién como las
muestras de sangre fueron obtenidas de los individuos que se encontraban durante la
visita y que aceptaron participar en el estudio.

El presente estudio fue evaluado y aprobado en el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, mediante Acta nimero 127-14 del 1
de diciembre de 2014. Todos los individuos participantes en el estudio firmaron el
documento de consentimiento informado (Anexo A: Consentimiento y asentimiento

informado “Busqueda Activa”).

2.2.7 Recoleccion de la informacion, muestras de sangre y
seguimiento de los individuos

A los pacientes seleccionados se les aplic6 una encuesta para la recoleccion de
informacion demografica, antecedentes de malaria, consumo de antimalaricos y datos
clinicos. ElI examen fisico incluy6 la toma de temperatura axilar, tension arterial y
frecuencia respiratoria y cardiaca. A estos individuos se les tom6 una muestra de 4 ml de
sangre venosa en tubos con EDTA vy se les hizo puncién digital para realizacion de gota
gruesa y diagndstico parasitoldégico de la malaria por microscopia de luz. La informacién
fue registrada en el formato para recoleccion de datos (Anexo A).

Las muestras de sangre con EDTA fueron centrifugadas y el suero fue congelado para
ser utilizado en el estudio serolégico de detecciébn de anticuerpos especificos anti-
Plasmodium. Por otra parte, una alicuota (100 pl) del sedimento de glébulos rojos fue
depositada sobre dos circulos de papel de filtro Whatman 3MM de 1 cm de diametro que
se dejaron secar durante la noche y se enviaron a la Universidad Nacional de Colombia
en Bogotéa para hacer el diagnostico molecular por PCR.

Los pacientes que fueron diagnosticados como infeccién malarica asintomatica por gota
gruesa tuvieron seguimiento clinico diario y estricto y se instalaron toldillos en sus casas.

De igual forma, se les administrd tratamiento antimalarico especifico a aquellos pacientes
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que desarrollaron sintomas antes del decimocuarto dia. A los pacientes que continuaron
asintomaticos durante el periodo de observacion se les administré el tratamiento
antimalarico especifico el decimocuarto dia, siguiendo los esquemas oficiales para el
tratamiento de la malaria en Colombia. A todos los pacientes que se mantuvieron
asintomaticos durante el periodo de observacion, se les practicé nuevamente gota gruesa
en los dias 7 y 14.

En El Cuerval, Timbiqui, no se realiz6 seguimiento a los pacientes que resultaron
positivos para malaria. En estos casos, se les administré tratamiento antimalarico

especifico el mismo dia en que se realizd el diagndstico microscoépico.

2.2.8 Examen microscopico. Gota gruesa

Los procedimientos para la toma, preparacion y coloracion de la sangre siguieron los
lineamientos estandarizados por el Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional de
Salud (INS) (Mendoza NM, et al., 2000). Las muestras de gota gruesa fueron
deshemoglobinizadas con azul de metileno fosfatado y tefiidas con colorantes de Field A
y B, derivados de Romanowsky modificado pH 7,2. El recuento de parasitos de las
muestras positivas fue realizado en 200 leucocitos; asi mismo para clasificar una muestra
como negativa fue necesario evaluar mas de 200 campos microscopicos (Mendoza NM,
et al., 2000). Las muestras de gota gruesa fueron procesadas por personal entrenado y
certificado por el INS tanto en el puesto de diagnéstico de malaria en Guapi, Cauca como

en El Cuerval, Timbiqui; un control de calidad fue realizado a este proceso.

2.2.9 Deteccion de parasitos del género Plasmodium por PCR

Para el diagndstico molecular de la malaria se realiz6 una PCR anidada empleando el kit
Phusion Blood Direct PCR de Thermo Fisher Scientific (Fuehrer HP, et al., 2011) y los
iniciadores descritos por Snounou G, et al., 1993 para amplificacion del gen que codifica
para la subunidad pequefia ribosomal 18S.

A partir de la muestra de globulos rojos concentrados en el papel de filtro, se obtuvo un
circulo de 3 mm de didmetro que se deposit6é en tubos para PCR de 0,2 ml. Los globulos
rojos fueron lisados por adicion de 30 pl de agua grado molecular e incubacién a 50°C
durante cinco minutos, 21°C durante 15 segundos, 50°C durante 1,5 minutos y 21°C
durante 15 segundos. La hemoglobina liberada en el agua fue extraida y descartada. En

el mismo tubo y sobre el papel filtro se realizé la primera amplificacion con 20 ul de una
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mezcla de reaccion que incluyé Phusion blood PCR Buffer 1X, 0,2mM de una mezcla de
deoxinucleétido trifosfatos (dNTPs), 3 mM de MgCl;, 0,3ul ADN polimerasa (0,6
U/reaccién) y 0,25 uM de cada iniciador (rPlu5 y rPIu6). La segunda amplificacion fue una
amplificacién anidada multiplex para detectar P. falciparum y P. vivax, realizada en 10 pl
de mezcla de reaccidén que contenia las mismas concentraciones de buffer, magnesio,
dNTPs y enzima que la amplificacién previa, pero se utilizaron los iniciadores rfall-rfal2-
rvivl-rviv2 en una concentracién de 0,25 uM cada uno; como plantilla se empled 1 pl del
producto de la primera reaccién. Para la deteccibn de P. malariae se utilizaron los
iniciadores rmall-rmal2 y se realiz6 una reaccién aparte. Tanto la amplificacion universal
como la anidada se realizaron en un primer ciclo de 5 minutos a 98°C, seguido de 35
ciclos de 98°C durante un segundo, 62°C durante 5 segundos y 72°C durante 35
segundos. Finalmente se realizé una extension de 5 minutos a 72°C. Los productos
anidados se sirvieron en geles de agarosa al 1,5% y se visualizaron en el analizador de
imagenes (Syngene Sydr2/1436 Chemigenius 2 Bio Imaging System Darkroom

W/Syngene Gelvue). En la Tabla 2-1 se describen los iniciadores y sus secuencias.

Tabla 2-1: Secuencias de los iniciadores utilizados para la deteccion de especies de
Plasmodium por PCR

Deteccion Amplificacion | Iniciador | Secuencia

Plasmodium Primera rPlus CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC

sp. amplificacion
Primera rPlué TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG
amplificaciéon

P. falciparum Segunda rfall TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT
amplificacién
Segunda rfal2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC
amplificacién

P. vivax Segunda rvivl CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC
amplificaciéon
Segunda rviv2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA
amplificacién

P. malariae Segunda rmall ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC
amplificacién
Segunda rmal2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA
amplificacién
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2.2.10 Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo univariado de las variables demogréficas, antecedentes,
hallazgos clinicos y pruebas de laboratorio se utilizaron herramientas numeéricas
convencionales (proporciones, medias, medianas, medidas de dispersién), dependiendo
de si estas correspondian a variables categéricas o cuantitativas. Los estimadores se
calcularon junto con los valores de p e intervalos de confianza al 95% (IC 95%); para las
pruebas de hipétesis se usaron niveles de significacion del 5%. Para todos los andlisis,
se utilizaron las herramientas de los programas estadisticos Statal3® y Graphpad
Prisma 7®.

2.3 Resultados

2.3.1 Comportamiento de la malaria en Guapi durante el periodo
de estudio
Durante el periodo comprendido entre 2014 y 2017 en Colombia se presentdé un
promedio de 57242 casos de infeccion por malaria, con un rango entre 40259 y 81902.
La razén entre el numero de infecciones por P. vivax y P. falciparum en este mismo
periodo fue cercana a 1, siendo un poco mas frecuente la infeccion por P. falciparum
durante los afios 2015 a 2017 con porcentajes de 51,5%, 56,6% y 55,5%
respectivamente. Durante el afio 2016 en el pais se registré un aumento de 49% en el
total de casos de malaria, con un aumento de 81% en los casos de malaria complicada
con respecto al afio 2015; en 2016 se registraron 36 casos mortales por esta
enfermedad. En el pais, durante este mismo periodo, el promedio de casos de infeccién
por P. falciparum fue de 31037, con un rango entre 20067 y 47228, con una tendencia al
incremento de casos desde el afio 2014 y un pico maximo en el afio 2016 (INS, 2014-
2017). Durante los cuatro afios de estudio, el promedio de casos de infeccién por P.
falciparum en la costa pacifica caucana fue de 1157, con un rango entre 313 y 1985; su
pico maximo fue en el afilo 2017 y el menor nimero de casos ocurrié en el 2015. En
Guapi, se presentaron en promedio 389 casos de infeccion por P. falciparum, con un
rango entre 134 y 520 y, al igual que ocurrié en la costa pacifica caucana, el pico de
casos se observé en el afio 2017 y el menor nimero de casos en 2015. En El Cuerval
hubo un aumento de casi 10 veces en el numero de casos de infeccion por P. falciparum

en el aflo 2015 con respecto al afio 2014, con una reduccién paulatina posterior (Datos
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suministrados por la Secretaria Departamental de Salud del Cauca) (Tabla 2-2 y Figura
2-2). En la Tabla 2-2 se presentan ademas los indices de infecciéon por P. falciparum
anual (IFA), que en el caso de Guapi y El Cuerval fueron construidos usando como
denominador la poblacién registrada en las estimaciones para el afio 2015 del DANE
para Guapi (la totalidad de la poblaciéon rural: 12.076 habitantes y 50% de la poblacién
urbana: 8.286 habitantes) y con el censo obtenido por la Secretaria Departamental de
Salud del Cauca para El Cuerval (200 habitantes). Es importante anotar que de acuerdo
con este indice, Guapi estaria clasificado como una zona de riesgo medio y alto para
malaria y El Cuerval de riesgo alto.

Tabla 2-2: Distribucion de casos de infeccion por P. falciparum e IFA en Colombia, el
Pacifico Caucano, Guapi y El Cuerval. 2014 — 2017 (INS, 2014-2017).

Casos en Casos en el Casos en Casos en
Afo _ IFA » IFA _ IFA IFA
Colombia pacifico caucano Guapi El Cuerval
2014 20067 1,9 596 1,3 413 20,3 6 30
2015 28951 2,7 313 0,7 134 6,6 56 280
2016 47228 45 1735 3,6 488 24 19 95
2017 27902 2,7 1985 2,8 520 25,5 2 10

Fuente: Construccion propia

Los canales endémicos para la infeccién por P. falciparum en los municipios de Guapi y
Timbiqui evidenciaron una situacion de epidemia para la vigencia 2017 en la mayoria de
las semanas epidemiolégicas. En Guapi hubo una tendencia ascendente en las primeras
semanas, hasta llegar a un pico en la semana 23, cuando se registr6 una media
alrededor de los 76 casos, con disminucion de casos hacia la semana 52 pero con dos
picos mas en la semana 38 y 51. En Timbiqui también hubo una tendencia ascendente
las primeras semanas, con un pico inicial en la semana 7, con una media de 71 casos,
posterior a lo cual hubo una reduccién de casos con un nuevo pico en la semana 39
(Figura 2-3).
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Figura 2-2: Comportamiento de la malaria en Colombia, Cauca, Guapi y El Cuerval. 2014
—2017.
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A= Comportamiento de la malaria por P. falciparum en el departamento de Cauca (eje y izquierdo) y en
Colombia (eje y derecho), para el periodo 2014-2017.

B= Comportamiento de la malaria por P. falciparum en el municipio de Guapi, para el periodo 2014-2017.
Se sefalan ademas los momentos de muestreo.

C= Comportamiento de la malaria por P. falciparum en la vereda El Cuerval, para el periodo 2014-2017. Se
sefialan ademas los momentos de muestreo.

Figura 2-3: Canales endémicos para la infeccibn por P. falciparum por semanas
epidemioldgicas, Guapi y Timbiqui, Cauca. Vigencia 2017.
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2.3.2 Malaria asintomatica

Con el fin de estimar la prevalencia de malaria asintomatica usando gota gruesa y PCR
se realizaron cuatro muestreos aleatorios en el barrio Santa Moénica de Guapi, en el
periodo 2015-2016 y dos muestreos no probabilisticos (no aleatorios) en la vereda de El
Cuerval en el municipio de Timbiqui, Cauca, en los afios 2015 y 2017. El Cuerval es un
lugar de caracteristicas rurales con el cual se contrastaron los resultados obtenidos en el
area urbana de Guapi. Los resultados con respecto a la malaria asintomética se

presentan a continuacion.

2.3.3 Caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada

Durante los seis muestreos se evaluaron en total 1368 individuos, de los cuales 50,3%
(688/1368) fueron mujeres. La edad promedio del total de individuos fue de 28 afios, con
un rango entre 2 y 96 afios. Las dos ocupaciones mas frecuentes fueron ser estudiante
45,1% (617/1368) y ama de casa 15,3% (210/1368). Las frecuencias de las ocupaciones
de pescador, agricultor y minero, como oficios asociados al riesgo de padecer malaria
fueron 6,1% (84/1368), 2,7% (37/1368) y 1,6% (22/1368), respectivamente. Es
importante destacar que en El Cuerval el oficio de pescador fue uno de los mas
frecuentes (23,4% y 18,4% en los dos momentos de muestreo), debido a que esta
localidad es una playa ubicada sobre la bocana del rio con el mismo nombre y la
subsistencia de sus pobladores deriva en gran medida de la pesca. De las 1368
personas evaluadas, 35 estaban desempleadas (2,6%) y 189 (13,8%) se desempefiaban
en diversas actividades informales del comercio, como vendedor en el mercado,
conductor de mototaxi, vendedor de chance, entre otros. Un porcentaje de 6,2%
(85/1368) manifestd estar empleado durante algunos periodos de contratacion al afio. La
raza negra fue la mas frecuente, con el 98,6% (1349/1368). El promedio de tiempo que
los 1368 individuos evaluados refirieron estar viviendo en la residencia fue de 9 afios con
un rango entre 1 mes y 60 afios. Con relacién al Sistema General de Seguridad Social en
Salud (SGSSS) en Colombia, de las 1368 personas evaluadas, 1100 (80,4%)
pertenecian al régimen subsidiado y 100 (7,3%) al régimen contributivo. En esta regién
siguen existiendo individuos sin ningun tipo de afiliacion (119/1368, 8,7%). Las

caracteristicas demograficas durante cada muestreo se resumen en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada por muestreo. Santa
Monica y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017.

T. Diciembre

A. Abril 2015. | B. Octubre 2015 | C. Abril 2016. | D. Octubre 2016 2015 E. Mayo 2017
Muestreo Santa Moénica | Santa Ménica | Santa Ménica | Santa Monica El Cuerval El Cuerval
(226) (250) (298) (303) (103)
(188)
Mujeres (%) 110 127 152 160 89 50
) (48,7) (50,8) (51) (52,8) (47,3) (47,5)
Etnia (%) 222 248 290 298 188 103
Afro-Colombiano (98,2) (99,2) (97,3) (100) (100) (100)
Mestiza 2 2 8 3 0 0
0,9 (0,8) (2,7) 1) (0) )
Blanco 2 0 0 0 0 0
0,9 (0) ) (0) (0) )
Edad promedio 26,5 29 28 27 27 31
(rango en afios) (3a94) (3a94) (3a93) (3a96) (2a74) (2a75)
Tiempo viviendo en
la residencia 8 9 10 8 11 11
Promedio (0,1-40) (0,1-45) (0,2-9) (0,1-9) (0,1-9) (0,1-9)
(rango en afnos)
ggggg”(;') 24 17 27 21 8 3
Subsidiado 176 202 246 244 148 84
(77,9) (80,8) (82,6) (80,5) (78,7) (81,6)
Sin carnet 18 23 15 22 27 14
(8) 9,2) 5) (7,3) (14,4) (13,6)
Ocupacion (%) 118 120 124 144 76 35
Estudiante (52,2) (48) (41,6) (47,5) (40,4) (34)
Ama de casa 22 42 52 39 31 24
(9,7) (16,8) (17,4) (12,9) (16,5) (23,3)
Pescador 5 6 9 1 44 19
(2,2) 24 (3) (0,3) (23,4) (18,4)
Minero 6 > 3 8 0 0
2,7 (2) (1) (2,6) (0) (0)
Agricultor o > 17 ! S 8
(0,4 (2) (5.7 (0,3) 2,7 (7,8)
otro 67 61 73 102 27 16
(29,6) (24,4) (24,5) (33,7) (14,4) (15,5)
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2.3.4 Antecedentes de malaria en la poblacion estudiada

De las 1368 personas evaluadas, 676 (49,6%) dijeron haber tenido por lo menos un
episodio de malaria en su vida, con un promedio de 3 y un rango de entre 1 y 30
episodios, siendo mayores las frecuencias en El Cuerval. De estas 676 personas, 260
(38,5%) afirmaron que la especie causante de su ultimo episodio fue P. falciparum, 8
(1,2%) fue por P. vivax y 1 (0,1%) por las dos especies, es decir infecciébn mixta; el
restante porcentaje de individuos no sabia o no recordaba cual habia sido la especie
causante de la malaria en su ultimo episodio. Cien (14,8%) de estos 676 individuos
dijeron haber sido hospitalizados durante alguno de los episodios anteriores de malaria,
lo cual permite inferir de forma indirecta acerca de posibles casos de malaria complicada.
De los 676 individuos que sufrieron algun episodio de malaria, 442 (65,4%) refirieron
haber consumido algan antimalarico en su ultimo episodio y solo 38 (5,6%) recordaron el
nombre del tratamiento recibido, los cuales podian ser cloroquina, primaquina,
sulfadoxina/pirimetamina o la combinacién artemeter/lumefantrina. Del total de individuos
incluidos en el estudio, 3,8% (52/1368) informaron haber consumido antimalaricos de

forma automedicada o no en las 4 semanas previas a la entrevista.

En la region es muy frecuente el uso de plantas medicinales para el tratamiento de
diferentes enfermedades, por tal motivo, de las 676 personas que sufrieron algun
episodio de malaria, 274 (40,5%) manifestaron haber consumido alguna bebida a base
de plantas propias de la regién y conocidas localmente como zapatico (Solanum nudum),
matarraton (Gliricidia sepium), limén, canutillo, verdolaga, doncella, chivo, raiz de guineo,
bejuco, siempreviva, linaza, malva, botoncillo, cafia agria, suero de pipa, romero, sauco,

flor de gallo, helecho y agua fresca.

Se sabe que el uso de toldillos impregnados con insecticidas de larga duraciéon es una
medida eficaz en la prevencion de la trasmision de la malaria. Se indag6 sobre el uso o
no de toldillo y de los 1368 individuos, 1162 (84,9%) afirmaron usarlo de forma habitual
entre una y siete noches a la semana con un promedio de 4,4 noches, siendo mayores
las frecuencias encontradas durante las evaluaciones en El Cuerval comparados con las
encontradas en Santa Monica. Los hallazgos més relevantes sobre los antecedentes

relacionados con malaria durante cada muestreo se consignan en la Tabla 2-4.
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Tabla 2-4: Frecuencias de episodios anteriores de malaria y uso de toldillo en la
poblacién estudiada por muestreo. Santa Moénica y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017.

Muestreo A. Abril 2015. | B. Octubre 2015. | C. Abril 2016. D. Octubre T. Diciembre | E. Mayo 2017
Santa Ménica Santa Ménica Santa Ménica 2016. 2015. El Cuerval
(226) (250) (298) Santa Ménica El Cuerval (103)
(303) (188)
Malaria 104 120 132 123 130 68
previa (%) (46) (48) (44,3) (40,6) (69,1) (66)
lab 98 95 128 117 96 52
episodios (43,4) (38) (43) (38,6) (51,1) (50,5)
6al0 4 24 4 6 29 11
episodios (1,8) (9,6) (1,3) (2) (15,4) (10,7)
Mas de 10 2 1 0 0 4 2
episodios (0,9 (0,4) (0) (0) (2,1) (1,9
Uso de 202 199 231 244 187 99
toldillo (89,4) (79,6) (77,5) (80,5) (99,5) (96,1)

2.3.5 Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada

Aunque el objetivo fue evaluar individuos asintomaticos, también se indagd sobre la
presencia 0 no de sintomas generales, siendo los méas frecuentemente informados la
cefalea (350/1368, 25,6%), dolor osteomuscular (314/1368, 22,9%), dolor abdominal
(252/1368, 18,4%) y fatiga o cansancio (229/1368, 16,7%). El signo clinico mas
frecuentemente encontrado fue palidez conjuntival (165/1368, 12,1%), seguido de palidez
palmar (130/1368, 9,3%) y decaimiento (9,3%).

Las cifras de frecuencia respiratoria estuvieron en un rango entre 13 y 40, con un
promedio de 22 respiraciones por minuto; las de frecuencia cardiaca entre 47 y 120, con
un promedio de 78 latidos por minuto; la presién arterial sistdlica entre 50 y 250, con un
promedio de 110 mmHg; la diastolica entre 20 y 120, con un promedio de 73 mmHg; la
temperatura entre 35y 37,8, con un promedio de 36,3 °C y el peso entre 11 y 110 Kg con
un promedio de 53,6 kilogramos.

2.3.6 Descripcion de la infeccion subclinica y asintomatica
microscopicay submicroscopica

Del total de 1368 individuos evaluados durante los seis muestreos, 1% (13/1368) IC 95%:

[0,5-1,6] fueron asintomaticos positivos por microscopia en el dia 0 y 1,4% (19/1368) IC

95%: [0,8-2,2] fueron asintomaticos positivos por PCR, en el dia 0. Estos datos se
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presentan en la Tabla 2-5 y en las Figuras 2-4 y 2-5 se muestran dos geles como
ejemplos de las PCR diagnoésticas. Es importante aclarar que estos resultados incluyen
aquellos individuos positivos por microscopia o PCR que eran asintométicos al momento
de inclusién en el estudio (dia 0) y que desarrollaron sintomas en el transcurso de
seguimiento durante los 14 dias. En otras palabras, un porcentaje de individuos presento
“‘malaria subclinica” y desarroll6 sintomas antes del dia 14 de seguimiento y otro
porcentaje presentd “malaria asintomatica” y se mantuvo asintomatico hasta el dia 14 de
seguimiento.

Dos individuos positivos por microscopia en el dia 0 fueron negativos por PCR (uno en
Santa Mdnica y el otro en El Cuerval) y 8 individuos que fueron positivos por PCR fueron
negativos por microscopia, es decir, fueron clasificados como malaria sub-microscépica
(cuatro en Santa Ménica y cuatro en El Cuerval). No se identificaron casos de malaria
asintomatica ni por microscopia ni por PCR en el dia 0 durante el tltimo muestreo en El
Cuerval y no se identificaron casos sub-microscépicos en el dia 0 durante el cuarto
muestreo en Santa Médnica. La informacién sobre el resultado de las pruebas utilizada
para el diagnéstico se presenta en la Tabla 2-5.

Solo tres individuos del total de 1368 evaluados (0,2%) IC 95%: [0,05-0,6] se
mantuvieron asintométicos durante los 14 dias de seguimiento, cumpliendo con la
definicion de caso de malaria asintomatica establecida en la metodologia; estos tres
individuos fueron evaluados durante los muestreos en Santa Ménica (primero, segundo y
cuarto muestreo). Los tres individuos fueron menores de edad, una mujer de 17 afios y
dos hombres de 9 afios. Dos de ellos eran hermanos y habitantes de la misma casa.
Para los tres individuos, este fue su primer episodio de malaria. Los tres individuos fueron
portadores de gametocitos durante todos los momentos de seguimiento, con un promedio
de 139 gametocitos/ul de sangre en el dia 14. Cabe anotar que a los individuos
evaluados en El Cuerval no se les realizé seguimiento a 14 dias.

Del total de 1368 individuos evaluados durante los seis muestreos, 0,5% (7/1368) IC
95%: [0,2-1,1] fueron diagnosticados por microscopia en el dia 0 como portadores de
gametocitos. La parasitemia sexual (gametocitos) tuvo un rango entre 32 y 121

gametocitos/ul de sangre, con un promedio de 67 gametocitos/pl.
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Tabla 2-5:

Prevalencias de

infeccion subclinica y asintomética por

malaria

diagnosticadas por microscopia y PCR e indice de correlacion de estas pruebas. Santa

Ménica y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017.

A* Abril B* Octubre | C* Abril D* ™ E* Mayo Total
2015. 2016 Octubre Diciembre 2017
2015. 2016 2015
Santa Santa El
Santa Ménica Ménica Santa El Cuerval Cuerval
Moénica Ménica
Censo 1230 815 1215 1134 200 200 4794
Individuos incluidos 226 250 298 303 188 103 1368
Positivos por PCR - 6 (2,7) 3(1,2) 2(0,0) 1(0,3) 7(3,7) 0 19(1,4)
dia 0- (%)
IC 95% 0,9-5,8 0,2-3,5 0,1-2,4 0,1-1,9 1,5-7,7 01,2 0,8-2,2
Asintomaticos 5(2,2) 2(0,8) 1(0,3) 1(0,3) 4(2,1) 0 13 (1)
microscdpicos -dia 0-
(%)
IC 95% 0,01-5,1 0,2-2,9 0,1-1,9 0,1-1,9 0,8-5,3 01,2 0,5-1,6
Asintomaticos sub- 2(0,9) 1(0,4) 1(0,3) 0 4(2,1) 0 8(0,6)
microscopicos -dia 0-
(%)
IC 95% 0,2-3,2 0,1-2,2 0,1-1,9 01,2 0,8-5,3 01,2 0,3-1,2
Rango parasitemia 64-4114 294-5944 400 32 32 - 543 0 32-5944
asexual
Rango parasitemia 0-121 0-32 40 120 0-40 0 0-121
sexual
Coeficiente Kappa 0,72 0,8 0,67 1 0,53 1 0,68

* A, B, C y D corresponden a los muestreos aleatorios en Santa Ménicay T y E a los muestreos

no probabilisticos en El Cuerval.
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Figura 2-4: Deteccion de asintomaticos para P. falciparum y P. vivax. Libretas 4, 5y 6. El
Cuerval, diciembre 2015.

Marcador de peso molecular 100pb Zymo Research: 1, 25 (superior); 1, 7 (inferior). Controles P.
falciparum, P. vivax y P. falciparum/P.vivax: 2, 3, 4 (superior). Control negativo: 28. Muestras: Libreta 4.
5-24 (superior) Libreta 5: 26-40 (superior), 2-6 (inferior): Libreta 6, El Cuerval 2015: 8-27 (inferior). Los
circulos representan los casos positivos por P. falciparum.

Figura 2-5: Deteccion de asintomaticos para P. malariae libretas 11, 12, 13, 14,15. Santa
Ménica, octubre 2015.

Marcador de peso molecular 100 pb Zymo Research: 1, 24 (superior) y 1, 6, 27, 35 (inferior). Control
positivo ADN plasmidico con el inserto para deteccion de la subunidad 18S del gen ribosomal de P.
malariae (144pb): 2 (superior). Control negativo: 23 (superior), 40 (inferior). Muestras: Libreta 11: 3-22
(superior). Libreta 12: 25-40 (superior), 2-5 (inferior). Libreta 13: 7-26 (inferior). Libreta 14: 36-39 (inferior).
Libreta 15: (28-34 (inferior).
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Se identificé diferencia estadisticamente significativa entre las proporciones de
diagnéstico por PCR (p= 0,009, con 95% de confianza,) obtenidas en los diferentes
muestreos en el dia 0. Para el resto de estimadores el valor de p estuvo entre 0,053 y
0,073, lo cual significa que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las
proporciones obtenidas durante los diferentes muestreos para el diagnéstico de malaria
subclinica y asintomatica microscopica y submicroscépica en el dia 0. Cabe la pena
destacar que las observaciones menos homogéneas, causantes de las diferencias entre

proporciones son las obtenidas en los muestreos realizados en El Cuerval.

De los pacientes con malaria subclinica y asintomatica identificados por microscopia en
el dia 0, 61,5% (8/13) eran hombres, con un promedio de edad de 16 afios (rango entre 8
y 42), todos de raza negra, tres de ellos (23,1%) sin afiliacion al Sistema General de
Seguridad Social en Salud en Colombia y los demas (10/13, 76,9%) pertenecientes al
Régimen Subsidiado. Uno de ellos era pescador, otra era ama de casa, dos de ellos se
dedicaban a oficios varios y nueve (69,2%) eran estudiantes. Siete (53,9%) de ellos
refirieron estar viviendo en la region hace menos de 5 afios. Solo uno no utilizaba toldillo
en la noche. Cinco de ellos (38,5%) refirieron haber tenido malaria previamente y para el
resto, el diagndéstico realizado durante este estudio fue su primer episodio. Los cuatro
pacientes diagnosticados en EI Cuerval habian presentado episodios de malaria
previamente. Al igual que en la poblacion seleccionada en la muestra, el sintoma mas
frecuente que refirieron fue la cefalea (5/13, 38,5%) y los signos mas frecuentemente
identificados en 4 de los 13 pacientes (30,8%) fueron palidez conjuntival y palidez

palmar.

De los ocho pacientes con infeccidon subclinica y asintomética y que fueron sub-
microscopicos en el dia 0, 62,5% (5/8) eran hombres y con un promedio de edad de 40
afios (rango entre 7 y 76). El 87,5% (7/8) eran de raza negra, seis de los ocho (75%)
pertenecientes al Régimen Subsidiado del Sistema General de Seguridad Social en
Salud en Colombia y 25% (2/8) pertenecientes al Régimen Contribuitivo. Cuatro (50%) se
dedicaban a oficios varios y los otros cuatro (50%) eran estudiantes. Cuatro (50%)
refirieron estar viviendo en la region hace mas de 5 afios. Solo uno no utilizaba toldillo en
la noche. Seis de ellos (75%) refirieron haber tenido malaria previamente y para los
deméas el diagnostico realizado durante el desarrollo del estudio fue su primer episodio.
Los cuatro pacientes diagnosticados en El Cuerval habian presentado episodios de

malaria previamente. El sintoma mas frecuente referido fue el dolor osteomuscular y el
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dolor abdominal con una frecuencia de 37,5% (3/8) para cada uno de estos sintomas; los

signos mas frecuentemente identificados fueron decaimiento, palidez conjuntival y

palidez palmar con una frecuencia de 12,5% (1/8).

Las caracteristicas demogréaficas, clinicas y parasitolégicas de los individuos con

infeccidén subclinica y asintomatica microscopica y sub-microscépica se resumen en las
Tablas 2-6 y 2-7.

Tabla 2-6: Caracteristicas parasitolégicas, de diagndstico molecular, demogréficas y
antecedentes de los individuos con infeccion subclinica y asintomatica por malaria
diagnosticados por microscopia y PCR en el dia 0. Santa Ménica y El Cuerval, Cauca.

2015- 2017.
A. Abril 2015 C. Abril | D. Octubre | T. Diciembre | E.Mayo
Santa | B.OCUbre 2015 | 5 e nta | 2016 Santa | 20151 | 2017 El
Muestreo Moni Santa Ménica . . Total
onica (250) Mbnica Mbnica Cuerval Cuerval
(226) (298) (303) (188) (103)
Diagnéstico por 5 2 1 1 4 0 13
microscopia. Dia 0
D[agnost|co por PCR. 4 2 1 1 3 0 11
Dia 0
Rango parasitemia 64-4114 | 294-5944 400 48 32-543 0 32-5944
asexual. Dia 0
Rango parasitemia 0-121 0-32 40 96 0-40 0 0-121
sexual. Dia 0
Mujeres 3 0 0
Hombres 2 2 1 0
Etnia
Afro-Colombiano > 2 1 1 4 0 13
Edad (afios)
2a14 0 1 0 1 3 0 5
15a45 5 1 1 0 1 0 8
Mayor de 45 0 0 0 0 0 0 0
Residencia (afios)
>1ab 4 0 1 0 2 0 7
6a10 1 1 0 1 1 0 4
Mayor a 10 0 1 0 0 1 0 2
Afiliacién al SGSSS
Subsidiado 4 2 1 1 2 0 10
Sin carnet 1 0 0 0 2 0 3
Ocupacién
Estudiante 5 1 0 1 2 0 9
Ama de casa 0 0 1 0 0 0 1
Pescador 0 0 0 0 1 0 1
Otro 0 1 0 0 1 0 2
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Tabla 2-6: (Continuacion)

A. Abril 2015 B. Octubre 2015 C. Abril | D. Octubre | T. Diciembre | E. Mayo
Santa ‘ - 2016 Santa | 2016 Santa 2015 El 2017 El
Muestreo Moni Santa Monica - o Total
dnica (250) Ménica Ménica Cuerval Cuerval
(226) (298) (303) (188) (103)
Malaria previa
0 episodios 0 0 0 0 0 0 0
1 a 5 episodios 1 0 0 0 3 0 4
6 a 10 episodios 0 0 0 0 1 0 1
>10 episodios 0 0 0 0 0 0 0
Uso de toldillo
Si 5 2 1 0 4 0 12
No 0 0 0 1 0 0 1

Tabla 2-7: Caracteristicas parasitolégicas, de diagndstico molecular, demogréficas y
antecedentes de los individuos con infeccion subclinica y asintomética por malaria
diagnosticados por PCR (infeccion sub-microscopica). Santa Ménica y El Cuerval, Cauca.
2015- 2017.

A. Abril B. Octubre C. Abril D. Octubre T. Diciembre E. Mayo
Muest 2015. Santa | 2015. Santa | 2016. Santa | 2016. Santa 2015. El 2017. El Total
uestreo Ménica Ménica Ménica Ménica Cuerval Cuerval oa
(226) (250) (298) (303) (188) (103)
Diagnostico por 2 1 1 0 4 0 8
PCR. Dia 0
Diagnostico por 0 0 0 0 0 0 0
microscopia. Dia 0
Mujeres 1 0 0 0 2 0 3
Hombres 1 1 1 0 2 0 9
Etnia
Afro-Colombiano 2 1 0 0 4 0 7
Mestizo 0 0 1 0 0 O 1
Edad (afios)
2a14 0 0 0 0 1 0 1
15a45 1 0 0 0 2 0 3
Mayor de 45 1 1 1 0 1 0 4
Residencia (afios)
>1ab 1 0 1 0 0 0 2
6a10 0 0 0 0 2 0 2
Mayor a 10 1 1 0 0 2 0 4
Afiliacion al
SGSSS 0 1 0 0 1 0 2
Contributivo
Subsidiado 2 0 1 0 3 0 6
Ocupacioén
Estudiante 1 0 0 0 3 0 4
Otro 1 1 1 0 1 0 4
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Tabla 2-7: (Continuacion)

A. Abril 2015. | B. Octubre | C. Abril 2016.| D. Octubre T. Diciembre E. Mayo

Muestreo S’an.ta 2015’. Santa S'an.ta 2016’. Santa 2015. El 2017. El Total
Monica Monica Mbnica Monica Cuerval Cuerval
(226) (250) (298) (303) (188) (103)

Malaria previa
0 episodios 1 0 1 0 0 0 2
1 a 5 episodios 1 1 0 0 2 0 4
6 a 10 episodios 0 0 0 0 1 0 1
>10 episodios 0 0 0 0 1 0 1
Uso de toldillo
Si 1 1 1 0 4 0
No 1 0 0 0 0 0 1

Se logré determinar la distribucion geografica especifica de los casos de infeccién
subclinica y asintomética diagnosticados en el dia 0, tanto en el barrio Santa Ménica en
Guapi, como en El Cuerval, Timbiqui; particularmente para este ultimo lugar, los casos de
infeccion subclinica y asintomatica microscopica se ubicaron en una de las dos playas de
la localidad, de la cual se reportan con mayor frecuencia los casos de malaria en el
registro rutinario de la Secretaria de Salud Departamental del Cauca. Por otro lado, las
residencias de los casos de malaria subclinica y asintomatica positivos por microscopia o
por PCR en el barrio Santa Médnica, Guapi (con excepcién de dos casos procedentes de
las casas 210 y 245), estaban ubicadas en el sector de la “L” del que tradicionalmente se
informan la mayoria de pacientes con malaria en el registro rutinario de la Secretaria de
Salud Departamental del Cauca; es importante destacar que en este sector esta ubicado
tanto el Hogar Mobnica para personas de la tercera edad y el Jardin Infantil y al cual
pertenece un cuerpo de agua (lago) positivo para criaderos de anofelinos y que fue
intervenido en el pasado como parte de las actividades del Programa para el Control de

las Enfermedades Transmitidas por Vectores (Figuras 2-6 y 2-7).
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Figura 2-6. Ubicacion geogréfica de los casos de malaria subclinica y asintomética en El
Cuerval, Timbiqui, Cauca. 2015y 2017.

@ OpenStreettap cortributors, @ CARTO

En color rojo se sefiala el caso diagnosticado por microscopia (PCR negativo), en azul los positivos por PCR
(sub-microscdpicos) y en verde los positivos por las dos técnicas.

Figura 2-7. Ubicacién geografica de los casos de malaria subclinica y asintomética en el
barrio Santa Ménica, Guapi, Cauca. 2015y 2016.
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En color rojo se sefialan los casos diagnosticados por microscopia, en azul los positivos por PCR (sub-
microscépicos) y la estrella verde indica que en la misma casa hubo dos casos diagnosticados por
microscopia.
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2.4 Discusioén

Durante la vigilancia de la infeccion asintomatica por Plasmodium spp. en el barrio Santa
Monica en Guapi en los afios 2015 y 2016 y en El Cuerval en los afios 2015 y 2017 se
detectd infeccion por P. falciparum lo cual constituye sin lugar a dudas un reservorio

humano de la infeccion (Bousema T, et al., 2014).

En Santa Monica, Guapi, se evidencioé una tendencia a la disminucién en la proporcién de
casos subclinicos y asintomaticos de P. falciparum detectados tanto por microscopia (2,2
a 0,3%) como por PCR (2,7 a 0,3%) en el dia 0, existiendo diferencias estadisticamente
significativas en las proporciones de infecciones subclinicas y asintoméaticas detectadas
por PCR durante los seis muestreos, incluyendo los de El Cuerval. Esto contrasta con el
comportamiento de la malaria en el municipio durante el mismo periodo, tiempo durante
el cual se evidencié un aumento progresivo de casos de infeccion por P. falciparum
desde el afio 2015 hasta 2017.

En El Cuerval en los afios 2015 y 2017, también se evidencié una tendencia a la
disminucién en la proporcion de casos subclinicos y asintomaticos de P. falciparum
detectados tanto por microscopia (2,1 a 0%) como por PCR (3,7 a 0%) en donde también
existieron diferencias estadisticamente significativas en las proporciones por PCR como
se menciond anteriormente; sin embargo, los casos de infeccion por P. falciparum en
este lugar disminuyeron entre 2015 y 2017, aunque con cifras de IFA extremadamente
elevadas (280 para 2015y 10 para 2017).

Existe una correlacién positiva entre zonas de alta transmision para malaria y las altas
prevalencias de infeccién asintomatica (Laishram DD, et al., 2012); en zonas en donde la
malaria es estacional, como en Senegal, durante la época de sequia en la cual la
proporcion de malaria clinica disminuye, la prevalencia de infeccion asintomatica en esta
misma época aumenta, asegurando el mantenimiento de la infeccién durante todo el afio
y constituyendo el principal reservorio en ausencia de transmision (Males S, et al., 2008);
en contraste con este ultimo estudio, en otro informe realizado en las poblaciones de
Dielmo y Ndiop, también en Senegal y consideradas zonas de baja transmision, se
concluye que es posible que la prevalencia de infeccién asintomética y sub-microscépica

no esté relacionada con la intensidad de la transmisién, aunque resalta la importante
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contribucion de las bajas prevalencias de infeccibn sub-microscépica en el
mantenimiento de la malaria en la region (Niang M, et al., 2017).

La dinamica de transmision de la malaria es un evento complejo y variable el cual
depende de factores climéticos, del comportamiento del vector y la ubicacién de los sitios
de criaderos, de la presencia de conglomerados humanos con poblacién susceptible, de
la movilidad humana y de la presencia de reservorio tanto humano como artrépodo, entre
otros factores (Laishram DD, et al., 2012). Al analizar las prevalencias de infeccion
subclinica y asintomatica en El Cuerval a la luz del comportamiento epidemiolégico de la
malaria a nivel local, estas estarian en correlacién positiva con el comportamiento de la
malaria en el mismo periodo de tiempo, pues coincide la disminucion de casos
informados al sistema de vigilancia epidemiologica con la disminucién en la prevalencia
de la infeccién subclinica y asintomatica encontrada en el presente estudio. En contraste,
en Guapi ocurre lo contrario, la disminucion en la proporcion de casos de infeccidn
subclinica y asintomética se relaciona con el aumento de casos informados al sistema de
vigilancia epidemiologica. Es importante destacar que en Guapi se detectdé una
fluctuacion en el numero de individuos residentes en Santa Moénica durante los censos
realizados; ademas, durante el estudio de caso de cada individuo con malaria subclinica
y asintomatica, se establecié que un buen namero de los diagnosticados por PCR no se
pudieron volver a contactar en Guapi, pues habian cambiado su residencia a otros
lugares cercanos con transmision o no de malaria, lo cual hacia bastante dificil definir si
el caso de malaria subclinica o asintomatica era “autéctono” o no del barrio Santa
Moénica. Por otra parte, EI Cuerval es una localidad con alta movilidad humana
secundaria dependiente de la actividad econ6mica de los habitantes, lo cual también
dificulta el seguimiento de los casos de malaria. Es muy importante enfatizar que los 3
casos que se mantuvieron asintomaticos y positivos por microscopia hasta el dia 14,
residian de forma permanente en casas vecinas del barrio Santa Mbnica, las cuales
pertenecian al sector de la “L” en donde tradicionalmente se identifican los casos
sintomaticos en este barrio y que ha representado un problema para el control de la

malaria en Guapi.

El seguimiento clinico y parasitologico de los pacientes en Santa Monica, Guapi, permitié
descartar algunos casos que posiblemente se encontraban en periodo de incubacion
para malaria o cursaban con otras patologias como sindrome febril asociado a infeccién

por Chikungufia que presentd un pico epidémico en la regién y en el pais en general



82 La vigilancia de la malaria asintomatica y su contribucion al programa de
eliminacion de la malaria en Guapi-Cauca, Colombia

durante el afio 2015 (INS, 2016(a)) y que coincidié con el primer momento de muestreo
en abril del mismo afo. Particularmente, los tres pacientes que se mantuvieron positivos
hasta el dia 14 eran menores de 17 afios, residentes en casas vecinas, con presencia de
gametocitos y con promedios de niveles de parasitemia asexual inferior a 700
parasitos/pl que disminuyeron durante el seguimiento, lo cual se ha descrito también en
otros estudios (Branch O, et al., 2005). Aunque son pocos casos, el perfil de los
pacientes asintomaticos los circunscribe a una zona geografica determinada, con
potencial de transmision debido a la presencia de gametocitos y posiblemente
relacionado con un genotipo particular del parasito, ya que se sabe que algunas cepas de
P. falciparum estan asociados con la posibilidad de desarrollar sintomas en el humano y
estimular la produccion de gametocitos (Franks S, et al., 2001; Amodu OK, et al., 2005;
Bereczky S, et al., 2007).

La adquisicion de inmunidad en malaria depende de la exposicion repetida a la infeccion
y de la edad (Greenwood BM, 1987; Artavanis-Tsakonas K, et al., 2003; White NJ, et al.,
2014). En zonas de baja transmision la inmunidad parcialmente protectora en malaria se
evidencia en la edad adulta y esta puede estar asociada a la presencia de infeccién
asintomatica (Laishram DD, et al., 2012); esto contrasta con las edades de los pacientes
con infeccion subclinica y asintomatica identificados en este estudio, principalmente los
tres individuos que se mantuvieron negativos al dia 14, quienes eran menores de 17
afios, aunque es importante destacar que 7 de los 8 individuos con infeccién sub-
microscOpica eran mayores de 15 afios, lo cual podria significar diferencias entre la
infeccidén asintomatica microscépica y sub-microscdépica diagnosticadas en el dia 0 en la

region.

La especie detectada en los dos lugares, tanto por PCR como por microscopia fue P.
falciparum, lo cual coincide con la especie mas frecuentemente informada para malaria

en la Region Pacifica colombiana (Rodriguez JC, et al., 2011).

En Suramérica, incluyendo Colombia, las infecciones asintomaticas por P. falciparum
reportan un rango de prevalencias amplio entre 0 y 38,5% (Alves FP, et al., 2002;
Marcano TJ, et al., 2004; Cerutti C Jr, et al., 2007; Fugikaha E, et al., 2007; Tada MS, et
al., 2007; Suarez-Mutis MC, et al., 2007; Roper MH, et al., 2000; Roshanravan B, et al.,
2003; Branch O, et al., 2005; Cucunuba ZM, et al., 2008; Cucunuba ZM, et al.,2013;

Osorio L, et al., 2004), lo cual es producto de la gran variabilidad en los disefios de los
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estudios, la metodologia de la seleccion de la muestra, la prueba de diagnostico
empleada y el comportamiento epidemiolégico de la malaria en cada region.
Particularmente en Colombia las prevalencias de infeccidon asintomatica por malaria
estan entre 0y 16,5% (Osorio L, et al., 2004; Cucunuba ZM, et al., 2008; Cucunuba ZM,
et al., 2013; Vasquez-Jiménez JM, et al., 2016; Vallejo AF, et al., 2015). El presente
estudio informé una de las mas bajas prevalencias de infeccion subclinica y asintomética
por malaria en el pais, particularmente para Guapi, una zona de riesgo moderado (IFA
menor a 10 en el afio 2015) y alto (IFA mayor a 10 en los afios 2014, 2016 y 2017) y en
un contexto de riesgo alto de acuerdo con el IFA mayor a 10 registrado en El Cuerval
durante el periodo 2014 - 2017. En Colombia se han realizado estudios en zonas eco-
epidemioldgicas diferentes, como el bosque himedo y seco tropical en Tierralta en el
Bajo Cauca-Alto Sinu (Cucunuba ZM, et al., 2008; Cucunuba ZM, et al., 2013; Vasquez-
Jiménez JM, et al., 2016; Vallejo AF, et al., 2015), region de alto riesgo para malaria, con
mayor proporcion de casos de infeccion por P. vivax y en Tumaco, Quibdd y
Buenaventura en el bosque muy humedo tropical en el Pacifico (Vasquez-Jiménez JM, et
al., 2016; Vallejo AF, et al., 2015; Cucunuba ZM, et al., 2013), la cual también es una
zona de alta transmisién para malaria, pero con mayor prevalencia de infecciones por P.
falciparum y a la que pertenece Guapi y El Cuerval. La metodologia de seleccion de la
muestra fue diferente, pues en algunos casos la seleccion fue aleatoria, como la
realizada en el presente estudio o a partir de la busqueda de individuos posterior a la
seleccién aleatoria de la vivienda, como en el estudio realizado por Vasquez-Jiménez JM
y colaboradores en 2016. En todos estos estudios, la PCR o la gPCR son las pruebas
con mayor rendimiento para el diagnéstico de la infeccién asintomatica y aunque se ha
informado que ocasionalmente la PCR puede tener falsos negativos (Barker RH Jr, et al.,
1994), como posiblemente ocurrié en el presente estudio con dos muestras, una en
Guapi y otra en El Cuerval, que fueron positivas por microscopia pero negativas por
PCR, esta ultima prueba presenta mayor sensibilidad y especificidad comparada con la

microscopia o las pruebas de diagnoéstico rapido (Bousema T, et al., 2014).

A pesar de las diferencias metodologicas encontradas en los diferentes estudios, es claro
que la infeccién asintomatica esté presente en las zonas de mayor riesgo de transmision
en Colombia, y que representa el reservorio humano de la infeccidn y sus caracteristicas
estan en estrecha relacion con las caracteristicas y la dinamica de transmision local de la

malaria en el pais.
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Aunque en este estudio no se llevo a cabo una evaluacién entomolégica, la distribucion
de casos de infeccion subclinica y asintomética estan bastante bien delimitadas en la
zona conocida como la “L” en el barrio Santa Monica, como se mencioné anteriormente y
en una de las dos playas que conforman El Cuerval, lugares donde tradicionalmente el
Programa de Malaria de la Secretaria Departamental de Salud del Cauca ha reportado la
mayoria de los casos sintométicos. Estudios entomoldgicos previos realizados por la
Secretaria Departamental de Salud del Cauca caracterizaron dos lagos ubicados en el
Hogar Mdnica colindantes con la zona de la “L” en los que se identificaron especies de
Anopheles albmanus (96,8 %), Anopheles apicimacula (2,7 %) y Anopheles neivai (0,6%)
(Datos suministrados por la Secretaria Departamental de Salud del Cauca). Estos lagos
fueron intervenidos en el afio 2007, lo cual contribuy6 en gran medida a la disminucién de
casos de malaria en Guapi.

En este estudio se observo que la mayoria de los individuos estan afiliados al régimen
subsidiado (80,4%) del SGSSS, lo cual indica de forma indirecta el nivel econémico de
los participantes y se traduce en un alto porcentaje de pobladores con bajo nivel
adquisitivo, que ademas esta en relacion con el porcentaje de informalidad laboral o
desempleo superior a 15%. De igual forma, se evidencian fallas en el sistema de salud,
debido a la falta de aseguramiento de individuos que se encontraron sin ningun tipo de
afiliacion al sistema de salud (8,2%), aspecto que se traduce en mayor marginaciéon y

limitado acceso al servicio de salud.

Llama la atencion el alto porcentaje (49,6%) de individuos que dijeron haber tenido por lo
menos un episodio de malaria previo, lo cual se traduce en alto nivel de exposicion a la
infeccion y posible desarrollo de inmunidad parcialmente protectora. Algunos de ellos
fueron hospitalizados durante alguno de estos episodios, lo cual indica de forma indirecta
la presencia de posibles casos de malaria complicada. Asi mismo, es interesante
observar la alta frecuencia (40,5%) de consumo de alguna bebida a base de plantas
propias de la regibn como parte del manejo terapéutico empirico de la malaria. Algunos
individuos informaron haber consumido antimalaricos de forma automedicada o no en las
4 semanas previas a la entrevista (3,8%) y aunque es un porcentaje bajo, esta
relacionado con la presion de seleccién a los antimalaricos que contribuye al desarrollo

de resistencia a estos medicamentos (Haldar K, et al., 2018).
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Existe una alta frecuencia (84,9%) de pobladores que usaban de forma habitual el toldillo,
entre una y siete noches a la semana con un promedio de 4,4 noches, siendo mayores
estas frecuencias en El Cuerval, lo cual permite inferir que la poblacién reconoce esta
estrategia como herramienta eficaz para la prevencion de la malaria (White NJ, et al.,
2014), aunque existe alrededor del 15% de pobladores que deben ser blanco de
programas de educacion y reconocimiento de actividades que limiten la exposicién a la

picadura del vector y disminuyan la transmisién.

Se identific6 una alta proporcion de individuos que refirieron presentar sintomas
generales constitucionales como cefalea (350/1368, 25,6%), dolor osteomuscular
(314/1368, 22,9%), dolor abdominal (252/1368, 18,4%) y fatiga o cansancio (229/1368,
16,7%), los cuales se pueden presentar en casos de infeccibn malarica pero no son
especificos ni patognomadnicos sino que pueden estar asociados a un grupo amplio de
patologias infecciosas o0 no. Guapi presenta graves problemas en la situacién de salud,
como lo demuestran algunos indicadores tales como las altas tasas de mortalidad infantil
(37 por 1000 nacidos vivos, una de las mayores en el departamento y en la Region
Pacifica), bajas coberturas de servicios de electricidad, acueducto y alcantarillado (48,5,
17,2, 16,1 respectivamente) y altos niveles de desplazamiento por condiciones
economicas o por orden publico (Consejo Noruego para los Refugiados, 2016; Ministerio
de Salud y Proteccién Social, Secretaria Departamental de Salud del Cauca, 2013;
Concejo Municipal de Guapi, Departamento del Cauca, 2015). La precaria situacion de
salud evidenciada durante el desarrollo del trabajo fue realmente preocupante. La
Empresa Social del Estado de Guapi se encontré en un déficit financiero, principalmente
relacionado con los pagos pendientes por las entidades aseguradoras del sistema,
situacion que limitaba gravemente la calidad de atencion al usuario. La ubicacion
geografica del municipio y el alto porcentaje de poblacion en el sector rural incrementan
los costos de la prestacion de servicios, lo cual es evidente al momento de ser requerido
un traslado de un paciente a un nivel de mayor complejidad de atencién en Cali o
Popayan, que implica ademas de los costos, la logistica del transporte que depende,
entre otros factores, de las condiciones climéticas. Durante el tiempo de desarrollo del
trabajo se present6 un brote de Chikungufia y se identificaron casos de leptospirosis, uno
de ellos con desenlace fatal, ademéas de un grave problema de recoleccion de residuos

solidos, todo lo cual pone en alerta sobre el riesgo ambiental de transmision de
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enfermedades con un nicho ecolégico favorecido por las precarias condiciones de vida y

el deterioro del medio ambiente que se evidencia en el municipio.

Durante la recoleccion de la informacion se presenté el sesgo de memoria, como es
habitual en el desarrollo de estudios que incluyen encuestas, lo cual podria alterar el
contenido de las respuestas a las preguntas realizadas durante la inclusion de los
individuos. Otras limitaciones del estudio incluyen la dificultad en el andlisis estadistico de
los individuos asintomaticos, debido al bajo nimero de casos identificados. Ademas, no
se logro realizar el contraste de los seguimientos clinicos y parasitolégico, debido a la

dificultad de realizar este procedimiento en El Cuerval.

En la misma linea de las limitaciones del estudio y debido a la dificultad para conservar el
ARN parasitario, Unicamente se tuvieron en cuenta los valores de gametocitos de las
infecciones subclinicas y asintomaticas microscopicas para el analisis, a pesar de que en

ninglin momento se pretendid realizar un estudio de transmisibilidad humano-vector.
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3. Objetivo especifico 2

3.1 Objetivo especifico 2

Determinar las caracteristicas genotipicas y la estructura de poblacién de los parasitos

causantes de malaria sintomatica en Guapi-Cauca, Colombia.

3.2 Metodologia

3.2.1 Tipo de estudio

Estudio experimental descriptivo. Entre agosto de 2014 y agosto de 2017 se recolectaron
muestras de sangre de individuos sintomaticos para malaria, quienes asistieron a alguno
de los cuatro puestos de la red de diagnéstico de la malaria en la regiéon (Guapi, El
Cuerval, El Carmelo y Chanzard) y se extrajo el ADN parasitario para realizar la
caracterizacibn de su genotipo. Se caracterizaron los genotipos de los parasitos
causantes de la malaria, analizando polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) asociados
a genes de resistencia en P. falciparum. Adicionalmente a la caracterizacién genotipica
de los parasitos, se determind la estructura de la poblacion de los parasitos mediante 101
SNPs bialélicos, cuyas combinaciones permitieron emular un cédigo de barras para cada
individuo; estos 101 SNPs estan ubicados a lo largo del genoma de P. falciparum en
genes que no estan asociados con la resistencia del parasito a los antimalaricos. La
seleccion de SNPs para genoatipificar el parasito y determinar la estructura poblacional de
P. falciparum estuvo determinada por su reconocida utilidad en el analisis genético y la
caracterizacion de la estructura de poblacion de P. falciparum demostrada anteriormente
en diferentes estudios (Galinsky K, et al., 2015; Ariey F, et al., 2014; Oyola SO, et al.,
2016; MalariaGEN Plasmodium falciparum Community Project, 2016).

Al final del estudio, se obtuvieron entonces dos tipos de resultados: 1). Datos

haplotipicos, producto del andlisis de SNPs asociados a genes de resistencia en P.
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falciparum y que permitieron hacer inferencias sobre vias mutacionales, patrones de
seleccién y origen y diseminacion de parésitos resistentes y 2). Variables demogréficas,
producto del andlisis de polimorfismos neutros (101 SNPs), lo cual dio cuenta de la
variabilidad de los individuos en la poblacién de P. falciparum (ya sea por seleccién o por
deriva) y que permitieron estimar las relaciones de descendencia o procesos de

seleccion.

3.2.2 Recoleccion y procesamiento de las muestras

Se recolectaron 4 ml de sangre venosa en tubo con EDTA de cada paciente positivo para
malaria por gota gruesa, diagnosticado en alguno de los puestos de la red de diagndstico
en la region (Guapi, El Cuerval, ElI Carmelo y Chanzard), entre agosto de 2014 y agosto
de 2017. Se incluyeron individuos mayores de 2 afios de edad, con diagnéstico de
malaria no complicada y que firmaron el documento de consentimiento informado (Anexo
A: Consentimiento y asentimiento informado “Busqueda Pasiva”).

Para reducir la cantidad de ADN humano presente en la muestra final se removieron los
leucocitos de las muestras de sangre total en las instalaciones del puesto de diagndstico
de malaria en Guapi, Cauca. Para ello, la sangre se transfirié a un tubo de centrifuga de
15 ml, se diluy6é 1:1 volumen a volumen con buffer fosfato salino (PBS) y se pasé por
columnas de celulosa (Cellulose MN 2100ff. Ref: 815070.1) prelavadas con 6 ml de PBS.
El filtrado obtenido se centrifugd a 1000g durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante
y el sedimento se almacend en crioviales a -20°C (WAARN, 2011).

3.2.3 Extraccion de ADN del parasito

La extraccion del ADN gendmico de los parasitos se realizé a partir del sedimento
obtenido de la filtracidon por columnas de celulosa, siguiendo el protocolo del Kit-QIAGEN,
QlAamp® DNA Blood Midi/Maxi Handbook - Qiagen, Anexo B. Esta extraccion fue
realizada en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia y el ADN fue enviado al Programa Malaria del Wellcome Sanger
Institute, en Cambridge, Reino Unido para la obtencion de los SNPs asociados o no a

genes de resistencia a los antimalaricos (Tabla 3-1 y Tabla 3-2).


https://www.qiagen.com/jp/resources/download.aspx?id=bf32146a-77fd-40c2-8743-c28974f7935b&lang=en
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3.2.4 Genotipificacion de SNPs

La genotipificacion de los 101 SNPs ubicados en genes no relacionados con resistencia a
antimalaricos y de los SNPs en genes relacionados con resistencia fue realizada en el
Sistema AGENA MASS ARRAY, el cual es una plataforma de deteccion no fluorescente
gue utiliza espectrometria de masas para medir con precision los amplicones derivados
de PCR. El ADN purificado se sometié a una primera amplificacion multiple, utilizando
iniciadores especificos para los diferentes loci de interés. Para la segunda amplificacion
se empleé una PCR de extension de base Unica donde fueron utilizados iniciadores
especificos para cada SNP. Todas las reacciones fueron realizadas en 4 réplicas con el
fin de obtener un solapamiento en el peso molecular del producto analizado. Los
productos de PCR se detectaron en chips de matriz AGENA de 384 pozos y se
analizaron mediante espectrometria de masas. La intensidad de la sefal para cada
muestra se proceso6 y analizé comparada con controles blanco para cada lote de 384
muestras correspondiente a cada chip. La correccion de ruido de fondo se aplico a cada
ensayo por separado y se defini6 como dos veces la desviacion estandar del valor
promedio de todos los pozos con controles en blanco. Las intensidades se utilizaron para
determinar la calidad de la muestra inicial, en la que las muestras con una intensidad
general (promedio) <0 se eliminaron de los andlisis posteriores. Para los SNPs, todas las
intensidades de sefial debieron ser directamente comparables. Las intensidades por
muestra fueron normalizadas por cuantiles y escaladas en log,. El andlisis de los SNPs
de loci bialélicos se automatizé y se basé en un algoritmo heuristico de dos pasos
desarrollado en el Wellcome Sanger Institute. Las intensidades normalizadas permitieron
clasificar la muestra como muestra pura o0 una muestra mixta. Los valores fuera de la
distribuciéon normal de una sola cola para los alelos de referencia o que no son de
referencia se clasificaron como mixtos. Los loci multialélicos se sometieron a un
procesamiento idéntico pero los genotipos finales se determinaron mediante la
distribucion de muestras puras en un espacio de tres o cuatro dimensiones y todos los
alelos se inspeccionaron visualmente de forma manual. Este procedimiento se llevé a

cabo en el Programa Malaria del Wellcome Sanger Institute, en Cambridge, Reino Unido.
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3.2.5 Caracterizacion de los genotipos relacionados con SNPs
asociados a genes de resistencia a los antimaléaricos
Se caracterizaron los genotipos de P. falciparum a partir de genes asociados a la
resistencia a los antimalaricos que portaban los SNPs de interés. Los genotipos fueron
informados como posiciones de aminoacidos y alelos correspondientes a cada gen. En
algunos casos el genotipo no pudo ser detectado o se detect6 una infeccién multiple, es
decir, se observaron dos alelos. Para el analisis se usaron los programas Microsoft Excel
y GraphPad Prisma 7®. En la Tabla 3-1 se listan los genes, los codones evaluados en
cada gen y los haplotipos silvestres correspondientes (Spot Malaria. Genetic Report Card
User Guide. 2017. Disponible en: https://www.malariagen.net/projects/spotmalaria).En el
Anexo B se ensefia el esquema general de la estructura de cada uno de los genes

asociados a la resistencia a los antimalaricos estudiados.

Tabla 3-1: Genes asociados a la resistencia a los antimalaricos, codones evaluados en
cada gen y haplotipos silvestres correspondientes.

Med|_camento antimalarico Gen Codon Haplotipo silvestre
relacionado con el gen
Cloroquina pfcrt 72,73,74,75, 76 CVMNK
Pirimetamina pfdhfr 51, 59, 108, 164 NCSI
Sulfadoxina pfdhps 436, 4376’15340’ 581, SAKAA
: . exonuclease

Piperaquina (pfexo) 415 E
Cloroquina
Amodiaquina pfmdrl 86, 184, 1246 NYD
Lumefantrina
Mefloguina

pfarps10 127, 128
Artemisinina ferredoxin 193
PGRL VDDNIT*

pfcrt 326, 356
pfmdr2 484

1 PGB: del inglés, parasite genetic background.

* En el caso de PGB, por tratarse de un conjunto de genes, la forma silvestre corresponde al conjunto de
SNPs en los cuatro genes relacionados con resistencia a la artemisinina y por esta razén no se hace
referencia a un haplotipo.
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3.2.6 Andlisis del conjunto de SNPs (cdodigo de barras) vy
determinacién de la estructura de la poblacion de P.
falciparum

A cada muestra se le asign6 un cédigo de barras establecido a partir de 101 SNPs del

genoma de P. falciparum. Estos SNPs fueron representados por el nucleétido observado

(A, T, C y G). En algunos casos el genotipo no pudo ser detectado o se detectd una

infecciébn multiple, es decir, se observaron ambos alelos (Spot Malaria. Genetic Report

Card User Guide. 2017. Disponible en: https://www.malariagen.net/projects/spotmalaria).

En la Tabla 3-2 se presenta una lista del conjunto de SNPs utilizados para el codigo de

barras. La realizacion de este procedimiento se llevé a cabo en el Programa Malaria del

Wellcome Sanger Institute, en Cambridge, Reino Unido.

Tabla 3-2: SNPs usados para el andlisis de la estructura poblacional de P. falciparum.

Num Chr Pos Ref Nonref Geneld GeneDescription MutType MutName Strand

1 Pf3D7_02_v3 376222 A G PF3D7_0209000 6-cysteine protein (P230) N K1929E +

2 Pf3D7_02_v3 470013 G A PF3D7_0211700 protein kinase, putative (TKL1) N G75E +

3 Pf3D7_03_v3 656861 T G PF3D7_0316200 conserved Plasmadium protein, unknown function S 129v

4 Pf3D7_04_v3 110442 C T PF3D7_0401900 acyl-CoA synthetase (ACS6) N G285E -

5 Pf3D7_04_v3 881571 A G PF3D7_0419900 phosphatidylinositol 4-kinase, putative S| 1081R +

6 Pf3D7_05_v3 350933 G A PF3D7_0508500 guanidine nucleotide exchange factor (RCC1) S 1369N

7 Pf3D7_05_v3 369740 T C PF3D7_0508900 conserved Plasmadium protein, unknown function S 907L +

8 Pf3D7_06_v3 900278 G A PF3D7_0622100 conserved Plasmadium protein, unknown function N P696S

9 Pf3D7_07_v3 1044052 T C PF3D7_0724700 conserved Plasmodium protein, unknown function S| 686K -

10 Pf3D7_08_v3 1314831 G A PF3D7_0830800 surface-associated interspersed gene 8.2 (SURFINS.2) S 1342K +
(SURF8.2)

11 Pf3D7_08_v3 413067 A G PF3D7_0808100 conserved Plasmadium protein, unknown function S 1044V +

12 Pf3D7_09_v3 900277 A G PF3D7_0922100 ubiquitin-like protein, putative S 1534E +

13 Pf3D7_11_v3 1018899 T © PF3D7_1126100 ThiF family protein, putative S 1199L

14 Pf3D7_11_v3 1815412 C G PF3D7_1145800 conserved Plasmodium protein, unknown function N E765Q -

15 Pf3D7_13_v3 1056452 T © PF3D7_1325400 conserved Plasmodium protein, unknown function 3 1234D +

16 Pf3D7_13_v3 1466422 G C PF3D7_1335900 sporozoite surface protein 2+(TRAP) N N66K

17 Pf3D7_14 v3 137622 T C PF3D7_1403800 nuclear formin-like protein (MISFIT) S 1179V

18 Pf3D7_14_v3 2164225 A G PF3D7_1452600 conserved Plasmadium protein, unknown function S 28308 +

19 Pf3D7_01_v3 145515 T A PF3D7_0103300 conserved Plasmodium protein, unknown function S 294|

20 Pf3D7_03_v3 548178 C A PF3D7_0313400 conserved Plasmodium protein, unknown function N R2L -

21 Pf3D7_04_v3 1102392 A T PF3D7_0424400 surface-associated interspersed gene 4.2, (SURFIN4.2) N E808D +

(SURF4.2)
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Tabla 3-2: (Continuacion).

22 Pf3D7_04_v3 139051 G T PF3D7_0402300 normocyte binding protein 1,reticulocyte binding protein N K438N +
homologue 1+(RH1)
23 Pf3D7_04_v3 286542 G T PF3D7_0405300 sequestrin N H586N -
24 Pf3D7_04_v3 529500 G A PF3D7_0411900 DNA polymerase alpha S 1477Y -
25 Pf3D7_05_v3 796714 A G PF3D7_0519300 cytochrome c+oxidase assembly protein (heme ) 396K +
A:+farnesyltransferase), putative
26 Pf3D7_07_v3 1256331 C T PF3D7_0729500 mMRNA (N6-adenosine)-methyltransferase, putative N L321F +
27 Pf3D7_07_v3 461139 G A PF3D7_0710100 conserved Plasmodium protein, unknown function N M361l +
28 Pf3D7_07_v3 619957 G C PF3D7_0713600 mitochondrial ribosomal protein 55 precursor, putative S 675R +
29 Pf3D7_08_v3 417335 C T PF3D7_0808200 plasmepsin X N R244K -
30 Pf3D7_09_v3 163977 C T PF3D7_0903500 conserved Plasmodium protein, unknown function S 403D +
31 Pf3D7_10_v3 317581 A T PF3D7_1007900 eukaryotic translation initiation factor 3+subunit 7, S 3111 +
putative
32 Pf3D7_10_v3 336274 A G PF3D7_1008100 conserved Plasmodium protein, unknown function N 11677V +
33 Pf3D7_11 v3 1020397 C T PF3D7_1126100 ThiF family protein, putative N G700E -
34 Pf3D7_11_v3 1294107 C T PF3D7_1133400 apical membrane antigen 1+(AMA1) S 84A +
35 Pf3D7_11_v3 1935227 T A PF3D7_1148700 Plasmodium exported protein (PHISTc), unknown function N R73S =
(GEXP12)
36 Pf3D7_11_v3 477922 C T PF3D7_1112500 conserved Plasmodium protein, unknown function N H147Y +
37 Pf3D7_12_v3 1663492 A G PF3D7_1239800 conserved Plasmodium protein, unknown function S 1014€
38 Pf3D7_12_v3 2171901 T A PF3D7_1253100 Plasmodium exported protein (PHISTa), unknown function N V140D +
39 Pf3D7_13 v3 1233218 T C PF3D7_1329100 myosin C+(MyaC) N N277S -
40 Pf3D7_13_v3 1867630 G C PF3D7_1346400 conserved Plasmodium protein, unknown function N M4911I +
41 Pf3D7_13 v3 2377887 C A PF3D7_1359600 conserved Plasmodium protein, unknown function S 20028 +
42 Pf3D7_14 v3 2355751 T A PF3D7_1457400 conserved Plasmodium protein, unknown function N H15890 +
43 Pf3D7_14 v3 3046108 C T PF3D7_1474400 conserved Plasmodium protein, unknown function S 417V +
44 Pf3D7_02_v3 529709 T A PF3D7_0212800 multidrug efflux pump, putative N F487L +
45 Pf3D7_02_v3 714480 T C PF3D7_0217200 conserved Plasmodium protein, unknown function N D258G -
46 Pf3D7_03_v3 155697 A G PF3D7_0302900 exportin 1, putative S 150P -
47 Pf3D7_04_v3 1037656 A T PF3D7_0422500 pre-mRNA-splicing helicase BRR2, putative (BRR2) 5 2776l +
48 Pf3D7_04_v3 648101 G A PF3D7_0414200.1 calmodulin-like protein S 51V -
49 Pf3D7_05_v3 1204155 A C PF3D7_0529400.1 conserved Plasmodium protein, unknown function S 13381 +
50 Pf3D7_06_v3 1282691 G A PF3D7_0630600 conserved Plasmodium protein, unknown function S 803K +
51 Pf3D7_06_v3 1289212 A G PF3D7_0630800 conserved Plasmodium protein, unknown function S 1257 +
52 Pf3D7_07_v3 1066698 G A PF3D7_0725100 conserved Plasmodium membrane protein, unknown N G483S +
53 Pf3D7_07_v3 1213486 G A PF3D7_0728200 actin-like protein, putative N S543N +
54 Pf3D7_07_v3 704373 A G PF3D7_0716000 RNA binding protein, putative S 389E +
55 Pf3D7_08_v3 1313202 T C PF3D7_0830800 surface-associated interspersed gene 8.2 (SURFINS.2) S 799F +
(SURF8.2)
56 Pf3D7_08_v3 339406 A G PF3D7_0806300 ferlin like protein, putative S 1283C -
57 Pf3D7_08_v3 701557 T G PF3D7_0814500 conserved Plasmodium protein, unknown function 5] 394G +
58  Pf3D7_ 09 v3 452690 A G PF3D7 0910000  SET domain protein, putative (SET4) S 1018l
59 Pf3D7_09_v3 599655 G G PF3D7_0914000 pseudouridylate synthase, putative N E654D +
60 Pf3D7_10_v3 1383789 A C PF3D7_1034900 methionine-tRNA ligase, putative N N114H +
61 Pf3D7_10_v3 1385894 C T PF3D7_1034900 methionine-tRNA ligase, putative S 815P +
62 Pf3D7_11_v3 1006911 A T PF3D7_1125700 kelch protein, putative N D124E -
63 Pf3D7_11_v3 1295068 G A PF3D7_1133400 apical membrane antigen 1+(AMA1) N E405K +
64 Pf3D7_11_v3 1802201 G A PF3D7_1145400 dynamin-like protein (DYN1) S 45058 -
65 Pf3D7_12_v3 1667593 T C PF3D7_1239800 conserved Plasmodium protein, unknown function S 2381N +
66 Pf3D7_12_v3 1934745 G A PF3D7_1246500 conserved Plasmodium protein, unknown function S 241L -
67 Pf3D7_12_v3 858501 C A PF3D7_1221400 membrane skeletal protein, putative (ALV3) N Q469K +
68 Pf3D7_13_v3 1419519 T C PF3D7_1335100 merozoite surface protein 7+(MSP7) N Q208R -
69 Pf3D7_13 v3 159086 A G PF3D7_1303100 methyltransferase-like protein, putative S 21R +
70 Pf3D7_13_v3 2161975 T A PF3D7_1354200 inositol-polyphasphate 5-phosphatase, putative N D252v -
71 Pf3D7_13_v3 2573828 A C PF3D7_1364200 conserved Plasmodium protein, unknown function N 11153M -
72 Pf3D7_13_v3 388365 A C PF3D7_1308400 conserved Plasmodium protein, unknown function N $1236R -
73 Pf3D7_14 v3 2625887 C G PF3D7_1464700 ATP synthase (C/AC39) subunit, putative N M238i -
74 Pf3D7_14_v3 3126219 C T PF3D7_1475900 conserved Plasmodium protein, unknown function N S628F +
75 Pf3D7_14_v3 438592 A C PF3D7_1410900 conserved Plasmodium protein, unknown function N N348T +
76 Pf3D7_01_v3 179347 A G PF3D7_0104100 conserved Plasmodium membrane protein, unknown S 311G +
function
77 Pf3D7_01_v3 180554 G A PF3D7_0104100 conserved Plasmodium membrane protein, unknown N D714N +
function
78 Pf3D7_01_v3 283144 C G PF3D7_0106700 small ribosomal subunit assembling AARP2 protein N H664D +
(AARP2)
79 Pf3D7_01_v3 535211 C T PF3D7_0113800 DBL containing protein, unknown function S 2521F +
80 Pf3D7_02_v3 839620 T C PF3D7_0220800 cytoadherence linked asexual protein 2+(CLAG2) S 260L +
81 Pf3D7_04_v3 426436 A © PF3D7_0408900.1 peptidase, M22 family, putative N D560A +
82 Pf3D7_04_v3 531138 G T PF3D7_0411900 DNA polymerase alpha N A992E -
83 Pf3D7_04_v3 891732 A C PF3D7_0419900 phosphatidylinositol 4-kinase, putative N R44685 +
84 Pf3D7_05_v3 172801 G A PF3D7_0504400 ATP-dependent helicase, putative N E218K +
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Tabla 3-2: (Continuacion).

85 Pf3D7_06_v3 574938 A (o} PF3D7_0613800 transcription factor with AP2 domain(s) (ApiAP2) N 12934L +
86 Pf3D7_07_v3 1308383 C T PF3D7_0730500 conserved Plasmodium protein, unknown function N G1945R -
87 Pf3D7_07_v3 1358910 A G PF3D7_0731500 erythrocyte binding antigen-175 (EBA175) N K286E +
88 Pf3D7_07_v3 1359218 A T PF3D7_0731500  erythrocyte binding antigen-175 (EBA175) N K388N +
89 Pf3D7_07_v3 635985 T (o} PF3D7_0713900 conserved Plasmodium protein, unknown function N T598A -
90 Pf3D7_08_v3 1056829 C A PF3D7_0824200 conserved Plasmodium protein, unknown function N L4741 +
91 Pf3D7_08_v3 150033 T Cc PF3D7_0802000 glutamate dehydrogenase, putative (GDHc) S 1315! +
92 Pf3D7_08_v3 399774 C T PF3D7_0807800 proteasome subunit alpha type 5, putative S 421K -
93 Pf3D7_09_v3 1379145 G A PF3D7_0935400 cytoadherence linked protein N R398Q +
94 Pf3D7_10_v3 1386850 C T PF3D7_1035000 U2 snRNA/tRNA pseudouridine synthase, putative S 927K

95 Pf3D7_11_v3 1935031 T A PF3D7_1148700 Plasmodium exported protein (PHISTc), unknown function N 1139L

(GEXP12)

926 Pf3D7_11_v3 408668 T A PF3D7_1110200 pre-mRNA-processing factor 6, putative (PRPF6) S 1058I +
97 Pf3D7_11_v3 828596 T C PF3D7_1121800 petidase, M16 family N K240E =
98 Pf3D7_12_v3 857245 A G PF3D7_1221400 membrane skeletal protein, putative (ALV3) N E50G +
99 Pf3D7_14_v3 107014 G A PF3D7_1402900 conserved Plasmodium protein, unknown function S 215K +
100 Pf3D7_14_v3 1757603 A G PF3D7_1442900 guanine nucleotide exchange factor, putative N D1365G +
101 Pf3D7_14 v3 2733656 C T PF3D7_1466800 conserved Plasmodium protein, unknown function S 557C +

Para la descripcion de la estructura de la poblaciéon de P. falciparum y la determinacion
del grado de flujo genético mediante la utilizacion de los 101 SNPs, se utilizé el programa
especializado Structure 2.3.4 (Pritchard JK, et al., 2000; Falush D, et al., 2007). Para el

analisis de clonalidad se usé el programa MEGA 7 (Kumar S, et al., 2016).

3.3 Resultados

3.3.1 Caracteristicas demograficas y parasitoldégicas de los
individuos con infeccidon sintomatica por malaria
En el periodo comprendido entre agosto de 2014 y agosto de 2017 se recolectaron un
total de 498 muestras de infecciones maléaricas sintomaticas causadas por P. falciparum
en 98,2% (489/498) de los casos y por P. vivax en 0,6% (3/498); en 1,2% (6/498) de los
casos no habia dato sobre la especie causante de malaria. El diagnéstico microscopico
de todos los pacientes se realiz6 en 4 puestos pertenecientes a la Red de Diagnéstico de
Malaria del departamento del Cauca: 1) Guapi 87,6% (436/498), 2) El Cuerval 7%
(35/498), 3) Chanzara 2,8% (14/498) y 4) El Carmelo 2,6% (13/498). Cabe mencionar
gue Chanzard es una localidad perteneciente al departamento de Narifio, pero por
consideraciones logisticas el puesto de diagndstico es responsabilidad del departamento
del Cauca. De los 498 casos, 61,4% (306/498) fueron hombres, 37,8% (188/498) fueron
mujeres y en 4 casos (0,8%) no se conté con informacion. La edad promedio de estos
498 casos fue 25,4 afios con un rango entre 2 y 82 afios. El promedio de la parasitemia
asexual fue de 8133 trofozoitos/ul de sangre, con un rango entre 48 y 76923
trofozoitos/ul de sangre. De los 498 casos, 25 presentaron parasitemia sexual con un

promedio de 219 gametocitos/ul de sangre y un rango entre 32 y 592 gametocitos/pl de
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sangre. La procedencia geografica de los casos se encuentra en un area comprendida
entre los 33 km al norte de Guapi, 27 km al sur y 17 km al oriente de este municipio, la
cual involucra localidades de los departamentos de Cauca y Narifio, sin contar los tres
casos procedentes de la zona minera en Venezuela (probablemente del Estado de
Bolivar). Cabe destacar que 14,1% (70/498) de los individuos procedia de la zona urbana
del municipio de Guapi y el resto de casos de zona rural en los municipios de Timbiqui y
Guapi en el departamento de Cauca y localidades rurales del departamento de Narifio
(Figura 3-1).

Figura 3-1: Mapa con la ubicacién geografica de los puestos de diagnéstico de la Red de
Diagnéstico de Malaria del departamento del Cauca: Guapi, El Cuerval, Chanzara y El
Carmelo.
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3.3.2 Genotipificacion de los parasitos causantes de infeccion
sintomatica a partir de SNPs asociados a genes de
resistencia a los antimalaricos

De los 498 casos diagnosticados, se lograron analizar 207 muestras, las cuales

correspondieron a aquellas muestras que para el momento del analisis contaron con los

resultados de los genotipos reportados por el Programa de Malaria del Wellcome Sanger

Institute, en Cambridge, Reino Unido. Las diferencias en los porcentajes entre el grupo

del total de casos y las muestras analizadas en relacion con el afio de diagnostico, el

lugar de procedencia y el sitio de diagndstico se presentan en la Tabla 3-3. De las
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muestras analizadas, 57% (118/207) fueron diagnosticadas en 2017, 46,8% (97/207)
procedian de zona rural del municipio de Guapi y se analizaron muestras diagnosticadas
en los puestos de Guapi 71,5% (148/207) y El Cuerval 28,5% (59/207). A las 207

muestras se les realizé el andlisis de genotipificacion de los SNPs asociados a genes de

resistencia, los cuales se presentan en la Tabla 3-2.

Tabla 3-3: Distribucion de los casos de malaria y de las muestras analizadas por afio,
procedencia y puesto de diagnostico. Regidon Guapi-Cauca. 2014-2017.

Casos totales

Muestras analizadas

Numero de Numero de

casos Porcentaje muestras Porcentaje

n =498 n =207
Afio de diagndstico
2014 50 10,1 5 2,4
2015 52 10,4 38 18,4
2016 206 41,4 23 111
2017 138 27,7 118 57,0
Sin informacion 52 10,4 23 11,1
Procedencia del caso
Zona urbana de Guapi, Cauca 70 14,1 30 14,6
Zona rural de Guapi, Cauca 250 50,2 97 46,8
Zona rural de Timbiqui, Cauca 39 7.8 33 15,9
Zona rural de Narifio 71 14,3 25 12,1
Zona minera Venezuela 3 0,6 2 1,0
Origen desconocido Guapi,
Cauca 61 12,2 20 9,7
Sin informacion 4 0,8 0 0
Puesto de diagndstico
Guapi 436 87,6 148 71,5
El Cuerval 35 7,0 59 28,5
Chanzara 14 2.8 0 0,0
El Carmelo 13 2,6 0,0
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Durante la evaluacién de los SNPs relacionados con los genes asociados a la resistencia
incluidos en este estudio, se obtuvo informacion de todos los alelos evaluados en 3,9%
(8/207) de las muestras para el gen pfcrt, en 63,8% (132/207) para el gen pfdhfr, en 44%
(91/207) para el gen pfdhps, en 93,2% (193/207) para el gen pfexo, en 24,6% (51/207)
para el gen pfmdrl y en 39,6% (82/207) para la combinacién PGB. Se identificaron
haplotipos silvestres en todos los genes, excepto en pfcrt y pfmdrl. Los haplotipos
completos con y sin mutaciones se distribuyeron de manera homogénea en los 6 lugares
de procedencia, aunque se identificaron mayores frecuencias en la zona rural de Guapi,
teniendo en cuenta que este lugar tenia el mayor nimero de muestras procesadas. En
todos los genes se identificaron haplotipos mutantes (simples, dobles o triples mutantes)
excepto en el gen pfexo. Para el caso de pfcrt, es importante resaltar el hallazgo del
haplotipo CVIDT, el cual no habia sido descrito previamente en el pais. En la Tabla 3-4 y
en la Figura 3-2 se encuentra la distribucién por procedencia de los haplotipos completos

de cada gen.

Tabla 3-4: Distribucion de los haplotipos completos en cada gen por lugar de
procedencia. Region Guapi-Cauca. 2014-2017.

Ha%?or;i/po " de(;:)liesnas UG (%) | RG (%) | RTP[%eTeglcxlia(%) | ZV (%) | DG (%)
pfcrt(8 muestras)

CVIDT 6 (2,9) 0 [6(100)] O 0 0 0
CVIET 2 (1) 0 1 (50) 0 1(50) | O 0
pfdhfr (132 muestras)

NCSI (s) 38 (18,4) 2(5) (21655 2(G) | 513) 0 8 (21)
NCNI 33 (15,9) 6(18) | 3(9) |14(42)| 1(3) 0 | 9(27)
ICNI 61 (29,5) 9(15) |34(56) | 4(7) [11(18)| 2(3) | 1(2)
pfdhps (91 muestras)

SAKAA (s) | 65 (31,4) 5(8) |26(40)[13(20)] 6(9) | 1(2) |14 (22)
SGKAA 21 (10,1) 4(19) | 5(24) | 8(38) | 1(5 0 | 3(14)
SGNAA 5 (2,4) 0 0 1(20) | 3(60) | 0 | 1(20)
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Tabla 3-4: (Continuacion)
Gen/ No. de Procedencia
Haplotipo muestras uG RG RT RN N DG (%)
(%)* @ | @ | @ | % | %
pfexo(193 muestras)
E (s) 193 (93,2) 22 95 30 25 2(1) 19 (10)
(12) (49) (16) (13)
pfmdrl(51 muestras)
NED 27 (13) 2(7) | 3(11) | 4(15) 10 0 8 (30)
(37)
NEY 23 (11,1) 5(122) |1 3(13) |3(13)| 14 |11 10 (43)
NYY 1(0,5) 1 0 0 0 0 0
(100)
PGB (82 muestras)
VDDNIT 81 (39,1) 8 (10) 47 12 9(11) 0 5 (6)
(s)* (58) | (15)
VDDNII 1(0,5) 0 1 0 0 0 0
(100)

(s)=haplotipo silvestre. La mutacion en cada gen esta subrayada en la posicién correspondiente a la misma.
UG=urbana Guapi. RG=rural Guapi. RT=rural Timbiqui. RN=rural Narifio. ZV= zona minera en Venezuela.
DG= desconocido Guapi.*: En el caso de PGB, por tratarse de una combinacién de sitios polimorficos en
varios genes, la forma silvestre corresponde al conjunto de SNPs en los cuatro genes asociados a la
aparicionpotencial de resistencia a la artemisinina y por esta razén no se hace referencia a un haplotipo

*Este porcentaje es producto de la relacidn con el total de las 207 muestras analizadas

Al frente de cada gen se encuentra el nimero del total del muestras con genotipo completo (en todos los
alelos evalaudos) para el gen en particular
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Figura 3-2: Distribucion por procedencia de los haplotipos completos y con mayor

frecuencia para cada gen. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017.
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Los haplotipos completos en el gen pfcrt identificados con mayor frecuencia fueron
CVIDT 6/207 (3%) y CVIET 2/207 (1%), ambos triples mutantes; para este gen, 72/207
muestras (35%) no pudieron ser genotipificadas. En el caso de pfdhfr los haplotipos
completos mas frecuentes fueron ICNI 61/207 (29%), lo que significa doble mutante en
las posiciones 51 y 108; NCSI 38/207 (18%), el cual corresponde al haplotipo silvestre y
NCNI 33/207 (16%), es decir, el mutante simple en la posicion 108. Para pfdhps el
haplotipo silvestre SAKAA fue el méas frecuente 65/207 (31%), seguido del mutante
simple en la posicién 437 SGKAA con una frecuencia de 10% (21/207) y el doble mutante
en las posiciones 437 y 540 SGNAA con una frecuencia de 2% (5/207). Para el gen pfexo
93% de los casos (193/207) correspondieron al genotipo silvestre. En cuanto al gen
pfmdrl los haplotipos completos mas frecuentes fueron NED 27/207 (13%), es decir
mutante simple en la posicién 184, el haplotipo NEY 23/207 (11%), que corresponde al
mutante doble en las posiciones 184 y 1246 y el haplotipo NYY 1/207 (0,5%), simple
mutante en la posicién 1246. Para los genes asociados a la aparicion de resistencia a la
artemisinina, se evidencio el fenotipo silvestre VDDNIT 81/207 (39%); para este conjunto
de genes se identific6é el fenotipo mutante VDDNII en un solo caso (0,5%) con la

mutacion en la posicién 484 del gen pfmdr2.

En cuanto al analisis de polimorfismo de nucleétido Gnico se encontré que en el gen pfcrt
se identificaron alelos silvestres exclusivamente en las posiciones C72 [100% (60/60)] y
V73 [100% (135/135)] y el mutante en la totalidad de los alelos de la posicion 76T [100%
(135/135)]; en este mismo gen, el alelo silvestre se presenté en 53% (9/17) de los casos
en la posicibn M74 y en 13% (9/68) en la posicion N75. En el gen pfdhfr los alelos
silvestres fueron los mas frecuentes en las posiciones N51 [54% (94/175)], C59 [96%
(188/196)] y 1164 [99% (194/195)]; en la posicion 108 el alelo silvestre S108 tuvo una
frecuencia intermedia [24% (49/201)]. De igual forma, los alelos silvestres fueron los mas
frecuentes en el gen pfdhps, en las posiciones S436 [85% (172/202)], K540 [92%
(104/113)], A581 [98% (200/204)] y A613 [100% (201/201)], mientras que en el caso de la
posicion A437 el alelo silvestre tuvo una frecuencia intermedia [47% (93/196)]. Casi la
totalidad de los alelos en la posicion 415 del gen pfexo fueron silvestres [99% (193/194)].
Para el gen pfmdrl los alelos silvestres tuvieron frecuencias variables en las diferentes
posiciones evaluadas: N86 [100% (64/64)], Y184 [11% (9/86)] y D1246 [58% (119/204)].
Para los genes asociados a la resistencia a la artemisinina, predominaron los alelos
silvestres, pfarps 10-127 [98% (141/144)], pfarps 10-128 [82% (170/207)], ferredoxin 193
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[97% (199/205)], pfcrt 326 [94% (192/204)], pfcrt 356 [98% (173/177)] y pfmdr2 484 [98%
(196/200)]. Es importante sefialar que en este grupo de genes los alelos mutantes
presentaron frecuencias bajas entre 0,5 y 1%, pfarps 10-128H [0,5% (1/207)], ferredoxin
193Y [1% (2/205)], pfcrt326S [0,5% (1/204)], pfcrt356T [1% (2/177)] y pfmdr2-4841 [0,5%
(1/200)].

La distribucion de alelos mutantes y silvestres por cada posicidén evaluada se presenta en
la Figura 3-3y los alelos mas frecuentes identificados en cada posicion evaluada de cada
gen se muestran en la Figura 3-4. En la construccién de la Figura 3-3 se incluyeron las
infecciones mixtas como parte del porcentaje de los mutantes; es importante sefialar que
en tres posiciones, ademas de los alelos silvestres, solo se identificaron infecciones
mixtas, pfdhps 581* [2% (4/204)], pfexo 415* [1% (1/194)] y pfarps10-127* [2% (3/144)].

Figura 3-3. Frecuencias de alelos silvestres y mutantes por cada posicion evaluada en
cada uno de los genes analizados. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017.

pfmdr2-484 n=200
pfcrt3s56 n=177
pfcrt326 n=204
ferredoxin193 n=205
pfarps10-128 n=207
pfarps10-127 n=144
pfmdrl-1246 n=204
pfmdri-184 n=86 mmmm Silvestre
pfmdrl-86 n=64 mmmm Mutante
pfexo415 n=194
c pfdhps613 n=201
S pidhpsssl n=204
'g pfdhps540 n=113
o pfdhps437 n=196
pfdhps436 n=202
pfdhfri64 n=195
pfdhfri108 n=201
pfdhfr59 n=196
pfdhfr51 n=175
pfcrt76 n=135
pfcrt75s n=68
pfcrt74 n=17
pfcrt73 n=135
pfert72 n=60
I T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Porcentaje



Capitulo 3

105

Figura 3-4: Frecuencias de los alelos silvestres y mutaciones especificas en cada
posicion de cada gen evaluado. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017. A: pfcrt, pfdhfr y
pfdhps.
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Figura 3-4:

(Continuacion) Frecuencias de

los alelos silvestres y mutaciones

especificas en cada posicidén de cada gen evaluado. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017. B:
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3.3.3 Identificacién y caracterizacion de las infecciones maltiples

en los individuos sintomaticos para malaria

En total se identificaron 64/207 (31%) individuos con infecciones mdltiples (mas de un

clon de P. falciparum por muestra), las cuales se sefialan con un asterisco (*). En la

Tabla 3-5 se describen los haplotipos de estas infecciones para cada gen evaluado y en

la Figura 3-5 se representa la distribucién por procedencia del caso. Nuevamente, la

infeccidbn mdltiple se observa con mayor frecuencia en la zona rural de Guapi, pero se

debe tener en cuenta que la mayoria de las muestras proceden de este lugar.

Tabla 3-5: Distribucién de los haplotipos de las infecciones multiples para cada
Regién Guapi-Cauca. 2014-2017.

gen.

Pfdhfr | # | % |pfdhps| # | % |pfexo |#| % |pfmdrl| # | % | PGB | # | %
kK| 1,0|*KAA | 1] 05 * 110,5|--* 3,9 | VD*N-T 0,5
*CH 1 05| sa 105 Total {1]0,5|-*Y 2 |10|VDDNI*| 1| 0,5
*CTI 1|05|SAE*A |1 | 05 -F* 1{05|*D*IT | 1|05
-C*- 1|05[SAN* | 1|05 Total 11|53 |(*DNIT | 1| 0,5
[*-- 1]0,5|*-AA 1|05 *DN-T | 1| 0,5
I*N- 11]0,5|*-AA 1|05 *DNIT | 2 | 1,0
NC*l [16|7,7|*AKAA | 7 | 34 VT 11 10,5
-*SL 1]05|*G-AA |15]| 7,2 VT | 1|05
-C* 6 |29 |*GKAA | 4| 19 VDT | 4|19
I*NI 1]0,5|S*AA 0,5 V*D-IT | 1105
IC*I 6 |2,9| SGK*A 0,5 V*DN-- | 1 | 0,5
IR*| 1{0,5]|Total 34|16,4 V*DNIT |21 (10,1
Total |38 18 V*DN-T| 1 | 0,5

V*NIT | 10,5

VD*NI* | 1 | 0,5

VDD*** | 1 | 0,5

VDD*IT| 3 | 1,4

Total 43 20,8

(#) = nimero de muestras. (%) = porcentaje de muestras en relacion con los 207 individuos evaluados. Las
posiciones de cada gen en las cuales no se obtuvo resultado se sefialan con un guion (-).
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Figura 3-5: Distribucion por procedencia de las infecciones mdltiples. Region Guapi-
Cauca. 2014-2017.
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Al usar el método “The Real McCOIL” para la estimacién de la infeccion multiple a partir
de los 101 SNPs en las 207 muestras analizadas, el porcentaje estimado fue de 8,7% (IC
95%: 0,5-1,4), es decir, se identificaron 18 de 207 individuos portadores de mas de un
parasito genéticamente diferente (Chang HH, et al., 2017). El lugar de procedencia mas
frecuente de las 18 muestras con infeccion multiple identificadas por este método, fue la
zona rural de Guapi [83,3% (15/18)], seguido de la zona rural de Narifio [11,1% (2/18)] y
la zona urbana de Guapi [5,6% (1/18)].

3.3.4 Estructura de la poblacién de P. falciparum

De los 497 casos diagnosticados en los cuatro puestos de la Red de Diagndstico de
Malaria del Departamento del Cauca y descritos anteriormente, se procesaron un total de
207 muestras para las cuales se gener6 un perfil de variabilidad o cédigo de barras a

partir de 101 SNPs distribuidos a lo largo de todo el genoma de P. falciparum.

Con el fin de describir la estructura de la poblaciéon de P. falciparum de las 207 muestras,
conocer el grado de intercambio genético y realizar el analisis de clonalidad por medio de
los 101 SNPs, se utilizaron los programas especializados Structure 2.3.4 (Pritchard JK, et
al., 2000; Falush D, et al., 2007) y MEGA 7 (Kumar S, et al., 2016).



Capitulo 3 109

La estructura poblacional de P. falciparum se determiné usando el programa Structure
2.3.4 (Pritchard JK, et al., 2000; Falush D, et al.,, 2007). Este programa emplea las
frecuencias alélicas de cada locus para asignar individuos a un determinado nimero de
agrupaciones (“K”) para un determinado grupo de SNPs. En cada simulacion, se utilizé
un rango de “K” entre 1-10, con 10 iteraciones en cada valor de K, un periodo de burn-in
de 100000 iteraciones y 100000 repeticiones de Cadenas de Markov y Montecarlo
(MCMC) como parametros iniciales de corrida. El analisis exploratorio inicial realizé6 una
simulacion considerando a todos los individuos como una sola poblacion de P.
falciparum. El analisis se realizd bajo el parametro de “admixture”, es decir, asumiendo
gue mas de un grupo genético contribuye al genoma de cada individuo y ademas se
asumi6 que el origen de cada alelo era independiente. Para este andlisis se eliminaron
los loci con mas de 60% de datos faltantes por posicion y las muestras con mas de 30%
de datos faltantes por individuo. En total se analizaron 84 loci en 78 muestras
individuales. Es importante resaltar que 7 de los 101 loci analizados
(Pf3D7_04_v3:110442, Pf3D7_08_v3:1314831, Pf3D7_03_v3:548178,
Pf3D7_13_v3:1867630, Pf3D7_04_v3:531138, Pf3D7_07_v3:1359218,
Pf3D7_06 v3:1289212), no arrojaron resultados en 98% de las muestras analizadas, lo
cual podria sugerir que estos SNPs no tienen representacion en la poblacion de P.
falciparum de la region. La estructura de la poblacion de P. falciparum identificada

utilizando en analisis en Structure, se muestra en la Figura 3-6.

Figura 3-6: Determinacion de la estructura poblacional de P. falciparum. Regién Guapi-
Cauca. 2014-2017.

Los colores rojo, verde y azul corresponden a cada una de las tres poblaciones del parasito identificadas en
analisis en Structure 2.3.4.



110 La vigilancia de la malaria asintomatica y su contribucion al programa de
eliminacion de la malaria en Guapi-Cauca, Colombia

Con los resultados del analisis en Structure 2.3.4., asumiendo que no hay panmixia, es
decir, diferencias genéticas en la estructura de poblacion de los parasitos, se identifico
una poblacion estructurada con al menos 3 subpoblaciones con diferentes ancestros
genéticos puros o mezclados entre si, cuyos indices Fst fueron de 0,84; 0,77 y 0,39; a
pesar de que el origen de los paréasitos procede de un &rea geogréafica limitada
(aproximadamente 30 Km alrededor del casco urbano de Guapi), no hay una uUnica
poblaciéon de paréasitos. Dos de estas subpoblaciones son altamente diferenciadas bajo
condiciones simpétricas y con indices Fst altos (0,84 y 0,77). La otra subpoblacién, cuyo
indice Fst fue de 0,39, corresponde a un grupo de individuos hibridos o recombinantes

producto posiblemente de la mezcla de las dos principales subpoblaciones.

El andlisis de clonalidad, usando el programa MEGA 7 (Kumar S, et al., 2016), permitio
conocer la naturaleza genética de los paréasitos, para lo cual se construyé un
dendrograma. En la construccion del dendrograma se usoO la distancia proporcional
(“distancia p”) a partir del alineamiento de los 101 SNPs usados para la descripcion de la
estructura de poblacion del parasito. Para este analisis se eliminaron los loci con méas de
30% de pérdidas, al igual que las muestras con mas de 25% de datos sin resultados. El
analisis final incluyé 71 loci (posiciones) y 121 muestras o secuencias de nucleétidos,
incluyendo las muestras procedentes de Venezuela. Para la construccion del
dendrograma se utilizé el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages) (Sneath PHA & Sokal RR, 1973). El calculo de las “distancias p” se

realizé con el método de maxima verosimilitud (Tamura K et al., 2004).

El dendrograma evidencié tres brazos principales, los cuales fueron denominados
poblaciones A, B y C respectivamente. La “distancia p” promedio entre los tres brazos
principales fue de 0,36 y la “distancia p” promedio al interior del brazo A fue de 0,07, al
interior del brazo B de 0,02 y al interior del brazo C fue de 0,07. Las tres poblaciones (A,
B y C) presentaron sub-poblaciones, 3 para A, 4 para B y 4 para C. Las subpoblaciones
son casi idénticas entre si, encontrandose mayores diferencias en el grupo de las sub-
poblaciones C, con un rango de diferencia de proporciones entre 0 y 0,15. Esta

informacion se describe en la Figura 3-7.
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Figura 3-7: Dendrograma de parasitos de P. falciparum. Cauca, 2014-2017.
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En el dendrograma se evidenciaron tres brazos principales (poblaciones) sefialados con las letras A, By C, al
interior de las cuales se identificaron diferentes sub-poblaciones casi idénticas entre si, encontrandose

mayores diferencias al interior de la poblacién C.
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3.4 Discusion

3.4.1 Perfil genético en genes asociados a resistencia a los
antimalaricos evaluados
Una de las principales estrategias para el control y eliminacion de la malaria es el
tratamiento oportuno de los casos diagnosticados de esta enfermedad, pero el principal
obstaculo para lograr esta meta es el surgimiento de resistencia a los antimalaricos. La
primera fase en el desarrollo de resistencia es la aparicion de mutaciones en genes
especificos que le confieren ventajas al parasito, permitiéndole sobrevivir a pesar de la
presencia del medicamento; la segunda fase corresponde a la selecciéon y diseminacion

de poblaciones de parasitos resistentes al medicamento (WHO, 2011).

Los eventos genéticos que confieren resistencia a los antimalaricos son raros y ocurren
de forma espontanea y al azar. En algunas oportunidades un Gnico evento genético es
suficiente para conferir la resistencia y en otros casos se requiere de la acumulacién de

multiples eventos genéticos de origen independiente (Valderramos SG, et al., 2010).

Estudios epidemiolégicos usando marcadores moleculares, han permitido identificar el
origen y la diseminacién de la resistencia a la cloroquina, los antifolatos, la mefloquina e
incluso derivados de la artemisinina y la vigilancia permanente de estos eventos anticipa
el surgimiento de resistencia o da lineamientos para cambios de esquemas terapéuticos
con el fin de reducir la aparicién de resistencia o la diseminacion de la misma (Anderson
T, et al.,, 2011).

En la década de 1940 se inici6 el uso de los medicamentos antimalaricos, lo cual fue
crucial para el control de la malaria en el mundo. El amplio uso de estos medicamentos
generd presion de seleccion en las poblaciones de Plasmodium, con la consecuente
aparicion y diseminacion de la resistencia y el incremento en la morbi-mortalidad por
malaria (Mita T, et al, 2009). En la actualidad se ha reportado resistencia de P.
falciparum a todos los antimalaricos, incluyendo los derivados de la artemisinina (Haldar
K, et al., 2018). Los primeros reportes de falla terapéutica a los antimalaricos, es decir, la
ausencia de eliminacion del parasito en la sangre o la falla en resolver el cuadro clinico
asociado a la malaria después de la administracion del medicamento, fue a la cloroquina,
lo cual ocurri6 a finales de la década de 1950 y de forma simultanea en dos zonas de

baja transmisién: la frontera entre Camboya y Tailandia en el Sudeste Asiatico
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(Harinasuta T, et al., 1965) y en Colombia (Moore DV & Lanier JE, 1961) y para 1980 la
resistencia a la cloroquina se habia diseminado por todo el mundo (Takahashi N, et al.,
2012). Este hecho obligd a la implementacion de politicas estrictas en la vigilancia a los
antimalaricos, lo que ha permitido detectar la reduccion en la susceptibilidad de P.
falciparum a derivados de la artemisinina en la Region del Gran Mekong y la confirmacion
de la resistencia a este medicamento en la frontera entre Camboya y Tailandia (WHO,
2011). Ademas del retraso en la eliminacion del parasito en sangre, la presencia de
mutaciones en el gen kelch-13 definen la resistencia a la artemisinina (Haldar K, et al.,
2018). Particularmente para Colombia, hasta el momento no se han informado casos de
falla terapéutica ni mutaciones en el gen kelch-13 asociadas con resistencia a los
derivados de la artemisinina (Rojas-Alvarez DP, 2010; Montenegro M, et al., 2017;
Aponte SL, et al., 2017; Pedreros MF, 2017).

En el presente estudio usando evaluacion de SNPs en genes asociados a resistencia, se
identificaron alelos mutantes en 20 de 24 posiciones de los 9 genes evaluados, algunas
de ellas ampliamente diseminadas en Colombia y en el mundo, lo cual se traduce en la
primera fase instaurada para el desarrollo de resistencia a los antimalaricos. Ademas se
identific6 una mutacién reportada por primera vez en el pais (CVIDT en pfcrt 72-76),

asociada a la resistencia a la cloroquina.

Aunque en el presente trabajo no se llevaron a cabo estudios de eficacia, las mutaciones
identificadas estan asociadas a falla a la respuesta terapéutica a los antimalaricos en
Colombia y en el mundo, incluyendo genotipos de parasitos que podrian tener respuesta

limitada a los derivados de la artemisinina (VDDNII en PGB).

3.4.2 Mutaciones en el gen pfcrt asociadas a la resistencia a
cloroquina
El gen pfcrt es el principal blanco en la resistencia a la cloroquina y la region de
aminoacidos entre las posiciones 72 a 76 (CVMNK) es una de las mas estudiadas en
evaluaciones moleculares de resistencia. Estudios microsatelitales han permitido
identificar cinco linajes parasitarios como origen de la resistencia: uno en
Indochina/Africa, otro en Melanesia, dos en Suramérica (Brasil/Pert y Colombia/Ecuador)
y finalmente uno en Filipinas (Wootton JC, et al., 2002; Chen N, et al., 2003). El haplotipo

triple mutante CVIET es el de mayor distribucion en Africa y en Asia, mientras que el
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haplotipo SVMNT esta mejor representado en Suramérica (S& JM, et al., 2009).
Particularmente en Brasil, Peru y la Melanesia se han reportado los haplotipos CVIET,
SVMNT, CVMNT y CVMET (Wootton JC, et al., 2002; Chen N, et al., 2003) con
mutaciones en alguna de las cinco posiciones (72 a 76). Otros haplotipos identificados
son SVMIT y RVMNT en Guyana (Best Plummer W, et al., 2004), SVIET en Papua,
Indonesia (Nagesha HS, et al., 2003), SVMDT y CVMDT en Filipinas (Hatabu T, et al.,
2009), CVMNN en Indonesia (Huaman MC, et al., 2004), CVTNT en Camboya (Lim P, et
al., 2003), y CVIDT en Madagascar (Randrianarivelojosia M, et al., 2006), India (Awasthi
G, et al,, 2011) y Camboya (Lim P, et al., 2003). Especificamente para Colombia los
haplotipos descritos con mayor frecuencia, incluyendo los resultados del presente

estudio, se presentan en la Tabla 3-6.

Posterior al surgimiento de resistencia a la cloroquina en Colombia en 1959, las politicas
nacionales recomendaron el uso de este medicamento en combinaciéon sulfadoxina-
pirimetamina para el manejo de la malaria no complicada por P. falciparum, pero los
niveles de fallas terapéuticas superiores a 90% obligaron a suspender su uso en el pais a
partir de 1999 (Ministerio de Salud, 2000). Posterior a esto, estudios in vitro han
demostrado aumento de la susceptibilidad entre 2011 y 2017 en cepas del parésito
procedentes de Tumaco (Aponte SL, et al., 2011; Aponte SL, et al., 2017), aunque en
presencia de la mutacion K76T (Aponte SL, et al., 2017) lo cual podria estar relacionado
con cambios genéticos del parasito en posiciones diferente de pfcrt o incluso en otros
genes que podrian estar modulando la respuesta a este medicamento (Gabryszewski SJ,
etal., 2016).

Tabla 3-6: Genotipos en el gen pfcrt asociados a la resistencia a la cloroquina
identificados en Colombia.

. F [ . Peri .
Haplotipo recuenci Procedencia eriodo .d,e Referencia
an (%) recoleccién
Gonzalez
K76T ?fé%‘;’ Regién Pacifica 1995-1999 1J, etal.,
2003
Regién Pacifica (Tumaco,
111/111 Narifio), Uraba-Bajo Cauca Aponte SL,
K761 (100) (Cérdoba), Amazonia 2009-2012 etal., 2017
(Guaviare)
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Tabla 3-6: (Continuacion)

Haplotipo Frecuencia Procedencia Periodo .d,e Referencia
n (%) recoleccion
L, - Echeverry DF, et
1/1 7 R Pacif 1999-2001
/15 (6,7) egion Pacifica 999-200 al.. 2007
CVMNT®
Regidén Pacifica Pedreros MF,
6/87 (6,9 . 2014-2015
(6.9) (Guapi, Cauca) 2017
115/172 Uraba-Bajo Cauca Restrepo E, et al.,
B -
CMNI (67) (Antioquia) 2002-2004 2008
CMET?® 1/1 (100) Regién Pacifica 1999 Vieira PP, et al.,
Norte 2004
L - Echeverry DF, et
12/15 (80) Region Pacifica 1999-2001 al.. 2007
CVMET*
79/87 Regién Pacifica Pedreros MF,
(90,8) (Guapi, Cauca) 2014-2015 2017
Regién Pacifica Pedreros MF,
a -
SVMNT 2/87 (2,3) (Guapi, Cauca) 2014-2015 2017
20/172 Uraba-Bajo Cauca Restrepo E, et al.,
B -
SMNI (12) (Antioquia) 2002-2004 2008
., - Echeverry DF, et
1/15 (6,7) Region Pacifica 1999-2001 al.. 2007
CVIET®
Region Pacifi .
2/8 (25) eglon Factlica 2014-2017 Presente estudio
(Guapi, Cauca)
Region Pacifica .
CVIDT @ 6/8 (75) . 2014-2017 Presente estudio
(Guapi, Cauca)
SMET® 15/172 (9) Uraba-Bajo Cauca 2002-2004 Restrepo E, et al.,

(Antioquia)

2008

o = posiciones evaluadas 72-73-74-75-76. B = posiciones evaluadas 72-74-75-76
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En el presente estudio, en muestras procedentes de zona rural de Guapi, Cauca y zona
rural de Narifio se describié el haplotipo CVIDT (75%, 6/8), identificado por primera vez
en Colombia y CVIET (25%, 2/8), reportado previamente en la misma region del pais
(Echeverry DF, et al., 2007). La aparicion de un nuevo genotipo podria ser explicado por
la aparicién “de novo” o debido a la movilidad humana relacionada con la actividad
econdmica o el desplazamiento por la violencia, lo cual es evidente, pues a pesar de las
dificultades que existen en el acceso a la region y el relativo aislamiento geogréfico, se
identificaron pacientes procedentes del departamento de Narifio, del mismo
departamento de Cauca e incluso de paises vecinos que asistieron a alguno de los
puestos de diagndstico de malaria, siendo el puesto ubicado en el casco urbano de
Guapi el principal receptor de individuos de diferentes origenes. Es importante destacar,
como se presenta en la Tabla 3-6, que solo hay tres estudios que evalUan las posiciones
72 a 76 en pfcrt en Colombia y posiblemente solo hasta ahora se detecté una mutacién
gue ya estaba presente en la poblacién de parasitos. Valdria la pena aclarar el origen del
haplotipo mutante usando otro tipo de herramienta como los estudios con microsatélites.
Ademas es importante resaltar, como se menciond anteriormente, que el haplotipo

CVIDT ha sido reportado en paises asiaticos y africanos (Awasthi G & Das A, 2013).

Todos los estudios llevados a cabo en Colombia han reportado el alelo silvestre en la
posicion V73 en el gen pfcrt, mientras que la mutacion 76T se ha fijado en todas las
poblaciones parasitarias del pais. Ademas, es evidente la presencia de parasitos
mutantes para este gen en dos de las regiones con mayor riesgo de transmision de
malaria, pero con ecosistemas diferentes, la Regién Pacifica y el Uraba-Bajo Cauca. Es
importante recordar que uno de los origenes geograficos del genotipo asociado a la
resistencia a la cloroquina fue Colombia (Wootton JC, et al., 2002; Payne D, 1987) y que
esto, sumado al alto porcentaje de fallas terapéuticas oblig6 al cambio de esquema de
tratamiento dirigido al manejo de la malaria no complicada por P. falciparum como
politica nacional en el afio 1999 (Ministerio de Salud, 2000). Este medicamento se usa
actualmente para el tratamiento de la malaria no complicada por P. vivax en Colombia
(Ministerio de la Proteccion Social, 2010) y su venta es libre en la mayoria de las
farmacias locales en el pais, lo cual facilita de alguna manera la auto-medicacion y el
mantenimiento de la presion de seleccion de este farmaco en cepas de P. falciparum. En
Malaui, Africa se ha informado el resurgimiento de parasitos sensibles a la cloroquina

como efecto de la reversion de la mutacion K76T al alelo silvestre, como consecuencia
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de la suspension absoluta del uso de este medicamento en la region desde 1993. Su
reintroduccion, en combinacioén con otro antimalarico, es considerada actualmente como
una potencial estrategia en la lucha contra la malaria en ese pais (Frosch AE, et al.,
2014).

3.4.3 Mutaciones en el gen pfdhfr asociadas a la resistencia a
pirimetamina

Los primeros reportes de falla terapéutica a la pirimetamina en el mundo se informaron

en la frontera entre Camboya y Tailandia en la década de 1960; a mediados de esta

década se confirmo la resistencia en Brasil, en 1977 en Venezuela y en 1981 en

Colombia (Mita T, et al., 2009).

La resistencia a la pirimetamina requiere de la presencia de mutaciones no sinénimas
gue se acumulan de manera jerarquica en cuatro posiciones (51, 59, 108 y 164) del gen
pfdhfr (Gregson A & Plowe CV, 2005). La mutacién S108N produce un nivel de
resistencia inicial, el cual se incrementa con la acumulacion de las mutaciones en N51] o
C59R y los maximos niveles de resistencia se identifican con la adicién de la mutacién
1164L (Gregson A & Plowe CV, 2005; Hyde JE, et al.,2008). En la Region de las
Américas desde la década de los afios 80 y particularmente en la Amazonia se han
identificado parasitos portadores de mutaciones triples (N51I, S108N y 1164L) asociadas
con niveles altos de resistencia y a partir de 2006 se ha identificado el mutante triple
C50R, N51] y S108N. Este dltimo genotipo mutante también fue identificado en
Venezuela (OPS, 2012) y por andlisis de los marcadores microsatélites se confirmé que
estos dos alelos mencionados anteriormente tenian dos origenes independientes en la
region (Mita T, et al., 2009; OPS, 2012).

Los alelos silvestres CNCSI (posiciones 50, 51, 59, 108, 164) y NCSI (posiciones 51, 59,
108, 164) fueron identificados previamente en la Region Pacifica colombiana con
frecuencias entre 20,7% y 66,7% (Corredor V, et al., 2010; Herndndez DC, et al., 2013;
Pedreros MF, 2017), siendo las frecuencias reportadas en Guapi las mas bajas en el
pais, como se evidencia en el presente estudio, en el cual el porcentaje del alelo silvestre
NCSI fue de 28,8%.

Como se menciond, la acumulacion de mutaciones en este gen es clave en el incremento

de resistencia a la pirimetamina. En Colombia se han identificado mutaciones simples,
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dobles y triples. No se han reportado cuadruples mutantes hasta el momento. En el pais,
diversos estudios desde 1998 reportan que la mutacion simple S108N es la mas
prevalente y su frecuencia se ha incrementado con el tiempo (Giraldo LE, et al.,1998;
Chaparro J, et al.,2000; Méndez F, et al., 2002; Schimider N, et al., 2003; Galindo JA, et
al., 2010; Corredor V, et al., 2010; Hernandez DC, et al., 2013; Pedreros MF, 2017); en el
presente estudio esta mutacion se identificé en 58% de los casos (116/201) y 1% (3/201)
de los casos presentd la mutaciébn S108T, estos Ultimos procedentes de zona rural de
Timbiqui, Cauca. La mutacién S108T, asociada con la resistencia al proguanil y su
metabolito intermediario el cicloguanil, fue descrita previamente en Colombia con una
frecuencia de 25% (3/12) en Narifio (incluyendo Tumaco), 14% (1/7) en Caqueta y 11%
(3/27) en el Valle del Cauca (incluyendo Buenaventura) (Giraldo LE, et al., 1998). Un
estudio reciente identific6 ademas la mutacion A16V (asociada con la resistencia del
cicloguanil), en muestras procedentes de Tumaco, Narifio recolectadas entre 2012 y
2013, en una frecuencia de 23,5% (8/35) (Fierro BH, 2017).

Las mutaciones dobles son més frecuentes en la Orinoquia, la Amazonia y la Region
Pacifico Norte, mientas que los triples mutantes son mas frecuentes en la Amazonia.
Triples y dobles mutantes son poco frecuentes en la Regién Pacifico Sur. El doble
mutante N51], C59, S108N y 1164 es el mas frecuente en el pais y se observan cambios
en su presentacion de acuerdo con la region y el afio de evaluacion; antes de 2006, en la
zona sur de la Region Pacifica tuvo una frecuencia de 9,5% y no fue identificado
nuevamente después de 2006; en la zona norte de la Regién Pacifica se presentd en un
porcentaje de 93%, proporcion que se mantuvo antes y después de 2006; en la Orinoquia
se inform6 con una frecuencia de 95% proporciébn que también se mantuvo antes y
después de 2006 y en la Amazonia, antes de 2006 se presentd con una frecuencia de
6,3%, la cual se increment6 a 73,1% después de este afio (Corredor V, et al., 2010); en
Tierralta (Regién de Uraba-Bajo Cauca) en 2006 se presentdé en 100% de los casos; en
Tumaco (Regién Pacifico Sur) entre 2007 y 2008 tuvo una frecuencia de 40%
(Hernandez DC, et al., 2013) y de 4,6% especificamente en Guapi, Cauca entre 2014 y
2015 (Pedreros MF, 2017). El presente estudio identific6 una frecuencia de 46,2%
(61/132) del doble mutante N51], C59, S108N vy 1164, lo cual evidencia un aumento en la
proporcién de esta mutacion en la region. El triple mutante N511, C59, S108N y 1164L, se
ha reportado en la region de la Amazonia con una frecuencia de 81,3% después de no

haber sido identificado antes de 2006 (Corredor V, et al., 2010), mientras que el triple
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mutante C50R, N51], C59, S108N y 1164 se reportdé en Guapi, Cauca en 2015 en una
frecuencia de 2,3% (Pedreros MF, 2017), en una muestra procedente de Venezuela.
Estos datos concuerdan con el origen del triple mutante (N51], C59, S108N y 1164L) en
Brasil y del triple mutante (C50R, N51], C59, S108N y 1164) en Venezuela (OPS, 2012).
En el presente estudio no se identificaron triples mutantes, lo cual coincide con la historia
previa de susceptibilidad a la pirimetamina y con la presencia de dobles mutantes en la

region.

Se puede concluir entonces que existe un aumento del doble mutante en Regidon Pacifica
sur. Esto indica que persiste la presion de seleccién sobre la pirimetamina a pesar de que
este medicamento fue retirado en 2007 de los esquemas oficiales para el tratamiento de
la malaria por P. falciparum en Colombia (Ministerio de la Proteccion Social, 2010).
Posiblemente este medicamento no seria candidato como quimiprofilactico en casos
especiales, similar a lo que ocurre en otros lugares del mundo (WHO, 2015) y dificilmente
podria ser usado nuevamente y ser reintroducido de forma oficial en los esquemas
terapéuticos. Adicionalmente, los cambios genéticos probablemente estén acompafiados
de otros procesos adaptativos del parasito (fithess) que afecten de diversa forma
(susceptibilidad vs resistencia) la respuesta a otros antimalaricos, producto de la

aparicion de mutaciones compensatorias.

Los haplotipos descritos con mayor frecuencia para pfdhfr en Colombia, incluyendo los

resultados del presente estudio, se presentan en la Tabla 3-7.

Tabla 3-7: Genotipos en el gen pfdhfr asociados a la resistencia a la pirimetamina
identificados en Colombia.

Haplotipo Frecuencia % Procedencia Periodo de recoleccion Referencia
Regién Pacifica (Guapi,
aCNCSI (s) 20,7 2014-2015 Pedreros MF, 2017
Cauca)
61,9 Region Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
66,7 Region Pacifica Sur Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
Regién Pacifica (Tumaco, Hernandez DC, et al.,
BNCSI (s) 35 . 2007-2008
Narifio) 2013
Region Pacifica (Guapi,
28,8 2014-2017 Presente estudio
Cauca)

Regién Pacifica (Tumaco, .
YANCSI (s) 26,5 . 2012-2013 Fierro BH, 2017
Narifio)
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Tabla 3-7: (Continuacion)

Haplotipo Frecuencia % Procedencia Periodo de Referencia
recoleccion
12,5 Amazonia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
46 Orinoquia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
7,1 Region Pacifica Norte Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
28,6 Regién Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
ENCNI 26,9 Amazonia Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
59 Orinoquia Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
6,7 Region Pacifica Norte Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
33,3 Regién Pacifica Sur Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
25 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2017 Presente estudio
aCNCNI 72,4 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2015 Pedreros MF, 2017
YVYNCSI 235 Region Pacifia (Tumaco, 2012-2013 Fierro BH, 2017
Narifio)
YANCNI 8,8 Region Pacifica (Tumaco, 2012-2013 Fierro BH, 2017
Narifio)
6,3 Amazonia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
95,5 Orinoquia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
92,9 Regién Pacifica Norte Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
9,5 Regién Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
BICNI 73,1 Amazonia Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
94,1 Orinoquia Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
93,3 Regién Pacifica Norte Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
0 Regién Pacifica Sur Después de 2006 Corredor V, et al., 2010
46,2 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2017 Presente estudio
aCICNI 4,6 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2015 Pedreros MF, 2017
YAICNI Regi6n Pacifica (Tumaco,
38,2 Narifio) 2012-2013 Fierro BH, 2017
100 Region Pacifica (Quibdé, Chocd) 2012-2013 Fierro BH, 2017
100 Bajo Cauca-Alto Sinu (Tierralta) 2012-2013 Fierro BH, 2017
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Tabla 3-7: (Continuacion)

Haplotipo Frecuencia % Procedencia Periodo de recoleccion Referencia
BICNL* 81,3 Amazonia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
Regi6n Pacifica (Guapi,
aRICNI 2,3 2014-2015 Pedreros MF, 2017
Cauca)
Regién Pacifica (Tumaco, .
YVICNI 29 ' 2012-2013 Fierro BH, 2017
Narifio)

% = posiciones evaluadas 50, 51, 59, 108, 164

B= posiciones evaluadas 51, 59, 108, 164

Y= posiciones evaluadas 16, 51, 108, 164

*En el estudio de Corredor V et al., 2010 este genotipo no fue identificado en ninguno de los otros lugares

antes ni después de 2006, al igual que en la Amazonia después de 2006.

3.4.4 Mutaciones en el gen pfdhps asociadas a la resistencia a
sulfadoxina

La resistencia a la sulfadoxina-pirimetamina se registré por primera vez nuevamente en

la frontera entre Camboya y Tailandia a finales de 1970 y los alelos mutantes en pfdhps

asociados a la resistencia a la sulfadoxina tienen mudltiples origenes en el mundo

(Vinayak S, et al., 2010).

Una variedad de combinaciones de mutaciones en las posiciones 436, 437, 540, 581 y
613 del gen pfdhps confieren resistencia a la sulfadoxina. Algunas de estas mutaciones
estan delimitadas geograficamente y otras estan ampliamente diseminadas en el mundo
(Gregson A & Plowe CV, 2005). La mutacion inicial necesaria para el desarrollo de
resistencia a la sulfadoxina es A437G, posterior a la cual siguen las mutaciones A581G,
S436A, K540E y A613S que se asocian con niveles altos de resistencia a este
medicamento (Gregson A &Plowe CV, 2005).

En la Region de las Américas la triple mutacién A437G, K540E y A581G identificada en
Pert, Venezuela y Brasil estd relacionada con niveles altos de resistencia a la
sulfadoxina (OPS, 2012).

En Colombia la mutacién A437G, se ha reportado desde 1999 y se identifican
frecuencias altas de mas de 80%; esta mutacion es mas frecuente en la Orinoquia y en el
Uraba-Bajo Cauca (frecuencias mayores a 80%) (Galindo JA, et al., 2010; Corredor V, et

al., 2010); con frecuencias intermedias en la zona norte de la Regién Pacifica (16 a 65%)
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(Méndez F, et al., 2002; Corredor V, et al., 2010) y en la zona sur no se habia identificado
(Corredor V, et al., 2010), hasta que entre 2007 y 2008 se reportd una frecuencia de
17,5% en Tumaco (Hernandez DC, et al., 2013) y posteriormente de 75,3% en Guapi,
Cauca entre 2014 y 2015 (Pedreros MF, 2017). En el presente estudio, en la posicién
437 de este gen se identifico 52% (101/196) de mutantes A437G, infeccion mdultiple en
1% (2/196) de los casos y el alelo silvestre en 47% (93/196) de los casos.

En el pais, el doble mutante en pfdhps A437G, K540 y A581G, se identifico en la
Amazonia y la Orinoquia (35,3 y 5,5% respectivamente) antes de 2006 (Corredor V, et
al., 2010), en la Orinoquia después de 2006 (11,8%) (Corredor V, et al., 2010) y en el
presente estudio con una frecuencia de 5,5%. El doble mutante S436F, A437G, K540,
A581 y A613 se identificé en Guapi, Cauca entre 2014 y 2015 con una frecuencia de
2,7% (2/73) (Pedreros MF, 2017). El triple mutante A437G, K540E y A581G se informé
en la Amazonia y la Orinoquia antes de 2006 (47,1 y 5,5% respectivamente) y posterior a
este afio en la Amazonia (57,7%); este mutante no fue reportado en la Region Pacifica
antes ni después de 2006 (Corredor V, et al., 2010). El triple mutante S436, A437G,
K540E, A581G y A613 fue informado en Guapi, Cauca entre 2014 y 2015 (1,4%, 1/73),
en una muestra procedente de Venezuela, lo cual concuerda con el origen de esta
mutacién en el oriente del pais (Pedreros MF, 2017). En el presente estudio no se

identificaron triples mutantes.Estos datos se presentan en la Tabla 3-8.

En el pais no se han identificado cuadruples mutantes para pfdhps hasta el momento.
Por otra parte, la vigilancia de los marcadores moleculares de resistencia sugiere la
evaluacion de la presencia de un quintuple mutante en las posiciones 51, 59 y 108 en
pfdhfr y en 437 y 540 en pfdhps como un buen predictor de falla terapéutica a la
sulfadoxina-pirimetamina (Picot S, et al.,2009). En Colombia, en muestras recolectadas
entre 2002 y 2004 se identificé el triple mutante N51l, S108N (pfdhfr) mas A437G,
(pfdhps) en 90% (9/10) en muestras del Guaviare, en 100% (10/10) en muestras de la
Orinoquia y en 100% (10/10) y 70% (7/10) en dos localidades del Bajo Cauca-Alto Sind,
Puerto Libertador y Tierralta en Cérdoba; en ese mismo estudio se identifico el cuadruple
mutante N51I, S108N (pfdhfr) mas A437G, K540E (pfdhps) en 20% (2/10) en la
Orinoquia (Galindo JA, et al., 2010). Por otra parte en Guapi, Cauca entre 2014 y 2015,
se identificd6 un séxtuple mutante, utilizando asociacion multilocus, C50R, N51], C59,
S108N vy 1164 (pfdhfr) mas S436, A437G, K540E, A581G y A61 (pfdhps) en una

frecuencia superior a 10% (Pedreros MF, 2017). Los haplotipos descritos con mayor
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frecuencia para pfdhps en Colombia, incluyendo los resultados del presente estudio, se

presentan en la Tabla 3-8.

Tabla 3-8: Genotipos en el gen pfdhps asociados a la resistencia a la sulfadoxina
identificados en Colombia.

Haplotipo Frecuencia (%) Procedencia Periodo .d,e Referencia
recoleccion
4 Bajo Cauca-Alto Sinu (Tierralta) 2012-2013 Fierro BH, 2017
aSAKAA (s) 20,6 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2015 Pedreros MF, 2017
714 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2017 Presente estudio
11,8 Amazonia Antes de 2006 | Corredor V, et al., 2010
53 Orinoquia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
35,7 Regién Pacifica Norte Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
100 Regi6n Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
PAKA (s) 30,8 Amazonia Después de 2006 | Corredor V, et al., 2010
0 Orinoquia Después de 2006 | Corredor V, et al., 2010
33,3 Region Pacifica Norte Después de 2006 | Corredor V, et al., 2010
100 Region Pacifica Sur Después de 2006 | Corredor V, et al., 2010
22,3 Region Pacifica (Tumaco, Narifio) 2007-2008 Hernandez, 2013
59 Amazonia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
84,2 Orinoquia Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
64,3 Regién Pacifica Norte Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
0 Region Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, et al., 2010
BGKA 11,5 Amazonia Después de 2006 | Corredor V, et al., 2010
- 88,2 Orinoquia Después de 2006 | Corredor V, etal., 2010
66,7 Regién Pacifica Norte Después de 2006 | Corredor V, et al., 2010
0 Regién Pacifica Sur Después de 2006 | Corredor V, etal., 2010
17,5 Region Pacifica (Tumaco, Narifio) 2007-2008 Hernandez, 2013
69,6 Bajo Cauca-Alto Sinu (Tierralta) 2007-2008 Hernandez, 2013
10,3 Regién Pacifica (Quibdo, Choco) 2012-2013 Fierro BH, 2017
aSGKAA 75,3 Regi6n Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2015 Pedreros MF, 2017
23,1 Regi6n Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2017 Presente estudio
60 Regién Pacifica (Tumaco, Narifio) 2012-2013 Fierro BH, 2017
aFAKAA 31 Regién Pacifica (Quibdo, Choco) 2012-2013 Fierro BH, 2017
88 Bajo Cauca-Alto Sinu (Tierralta) 2012-2013 Fierro BH, 2017

%= posiciones evaluadas 436, 437, 540, 581,613
B = posiciones evaluadas 437, 540, 581
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Tabla 3-8: (Continuacion)

Haplotipo | Frecuencia (%) Procedencia Periodo .d,e Referencia
recoleccion
35,3 Amazonia Antes de 2006 Corredor, etal.
2010
53 Orinoquia Antes de 2006 Corredor V, etal.
2010
0 Region Pacifica Norte Antes de 2006 ;)(());E)edor v.etal,
0 Region Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, etal.
2010
eKG Corredor V, et al
0 Amazonia Después de 2006 R
2010
11,8 Orinoquia Después de 2006 Corredor V, etal.
2010
0 Region Pacifica Norte Después de 2006 g(()):;)edor v, etal,
0 Region Pacifica Sur Después de 2006 (2381rz)edor Vietal,
40 Region Pacifica (Tumaco, Narifio) | 2012-2013 Fierro BH, 2017
aFGKAA 58,6 Region Pacifica (Quibdo, Choco) | 2012-2013 Fierro BH, 2017
— 8 Bajo Cauca-Alto Sinu (Tierralta) 2012-2013 Fierro BH, 2017
2,7 Region Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2015 Pedreros MF, 2017
aSGNAA | 5,5 Regién Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2017 Presente estudio
471 Amazonia Antes de 2006 Corredor V, etal,
2010
53 Orinoquia Antes de 2006 Corredor V, etal.
2010
0 Region Pacifica Norte Antes de 2006 (Zlg%edor V. etal,
0 Region Pacifica Sur Antes de 2006 Corredor V, etal.
2010
GEG Corredor V, et al
57,7 Amazonia Después de 2006 R
2010
0 Orinoquia Después de 2006 Corredor V, etal.
2010
0 Region Pacifica Norte Después de 2006 (23(())1rz)edor V. etal,
0 Region Pacifica Sur Después de 2006 gg:gedor Vietal,
oSGEGA | 1,4 Regién Pacifica (Guapi, Cauca) 2014-2015 Pedreros MF, 2017

%= posiciones evaluadas 436, 437, 540, 581,613
B = posiciones evaluadas 437, 540, 581
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Los datos observados tanto para pfdhfr como para pfdhps, evidencian diferencias
dependiendo del contexto ecolégico y epidemiolégico de la region estudiada en
Colombia. Se podria pensar que la diseminacién de las mutaciones ha sido mas lenta y
restringida en el sur occidente del pais, posiblemente relacionado con el relativo
aislamiento geogréfico, aunque la identificacién de un triple mutante en pfdhfr procedente
de Venezuela alerta sobre el riesgo de la introduccién de un nuevo genotipo en la region.
Es dificil pensar que la presion de seleccién por la combinacion sulfadoxina-pirimetamina
sea causa del aumento en la proporcion de los dobles y triples mutantes en la region y
que su aparicion se relacione con este hecho. Es importante recordar que este
medicamento, usado para el tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum
en asociacion con cloroquina o amodiaquina, se suspendié de forma oficial en Colombia
a partir de 2007 (Ministerio de la Proteccién Social, 2010), aunque su uso se extendié por
varios aflos mas en algunas regiones del pais mientras se abastecian completamente de
las combinaciones con derivados de artemisinina instauradas como primera linea
terapéutica en esa época; ademas la comercializacion de este medicamento no es tan
frecuente en las farmacias locales en Colombia como lo es para la cloroquina. Aunque se
recomienda el uso de la combinacién sulfadoxina-pirimetamina para el manejo de la
Toxoplasmaosis por contener pirimetamina, sustancia activa indicada en el manejo de esta
parasitosis, es dificil de obtener este medicamento en Colombia, incluso en estos casos.
Sin embargo, el uso de antibidticos como el trimetropin-sulfametoxazol, que también
interfiere en la sintesis del acido fdlico, al igual que la combinacién sulfadoxina-
pirimetamina y que ademas es de venta libre en muchas farmacias locales del pais, se
usa de forma indiscriminada para el manejo de cuadros febriles y podria ejercer algun

tipo de presion de seleccion en las poblaciones de P. falciparum.

Por otra parte, el proguanil no ha sido usado en los esquemas oficiales para el
tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum en Colombia, pero fue
evaluado en un ensayo clinico que comparo la eficacia de combinaciones farmacolégicas
con derivados de la artemisinina como artemeter-lumefantrina, atovaquona-proguanil y
artesunato-mefloquina con resultados de eficacia para las tres combinaciones superiores
a 98% (Carrasquilla G, et al., 2012). El hallazgo de la mutacién S108T en pfdhfr
relacionada con la resistencia al proguanil podria estar asociada con la seleccion de
poblaciones de P. falciparum resistentes como producto del uso de otros antifolatos

usados para el manejo de diversas enfermedades infecciosas bacterianas, como se
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menciond anteriormente. En relacion con estos hallazgos, un estudio previo realizado en
muestras procedentes de Tumaco, Narifio identifico la mutacion A16V en pfdhfr (Fierro
BH, 2017) la cual esta asociada con resistencia al cicloguanil (metabolito activo del
proguanil) (WHO, 2011), lo cual refuerza la hipétesis de seleccion cruzada relacionada

con el uso de otros antifolatos en la regién.

3.4.5 Mutaciones en el gen pfexo asociadas a la resistencia a
piperaquina

La presencia de la mutacion E415G en el gen pfexo estd asociada con la resistencia a la

piperaquina (Amato R, et al.,, 2017), medicamento que hace parte de una de las

combinaciones con derivados de la artemisinina (dihidroartemisinina) utilizados como

primera linea de eleccion en el tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum

en algunas partes del mundo (WHO, 2015).

El presente estudio corresponde a la primera evaluacion en este gen que se realiza en el
pais. La mayor frecuencia de genotipos identificados fueron silvestres (99%, 193/194) y
se encontré un individuo con mas de un alelo en la posicién evaluada (es decir, una

posible infeccién mdltiple), lo cual hace pensar en una posible mutacion.

La piperaquina, esquizonticida sanguineo de vida media prolongada que nunca ha sido
usado en Colombia en los esquemas oficiales para el tratamiento de la malaria, fue
usada en China durante muchos afios, hasta que en la década de los 80 se reportd
resistencia, por lo cual se sugirié su uso combinado con derivados de la artemisinina; en
la actualidad se encuentra en una combinacién fija con la dihidroartemisinina (Davis TM,
et al., 2005). La piperaquina es un medicamento del tipo quinolinico, como la cloroquina,
la amodiaquina y la mefloquina que si fueron usadas en Colombia como parte de los
esquemas antimalaricos oficiales hasta el afio 2007 (Ministerio de la Proteccién Social,
2010), lo cual podria explicar la presencia de una posible mutacién en el gen que evalla

la resistencia a este farmaco, debido a seleccidn cruzada con estos antimalaricos.
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3.4.6 Mutaciones en el gen pfmdrl asociadas a |Ila
resistencia/susceptibilidad a cloroquina, amodiaquina,
lumefantrina y mefloquina

El gen pfmdrl es considerado el gen de resistencia a mdltiples medicamentos

antimalaricos como la mefloquina, la lumefantrina y la amodiaquina, entre otros, los

cuales hacen parte de las combinaciones farmacoldgicas con derivados de la
artemisinina; este gen ademas es modulador de la respuesta a la cloroquina. Mutaciones
en las posiciones 86, 184 y 1246 podrian estar asociadas con modificaciones en la
respuesta a estos medicamentos (Malmberg M, et al., 2013). Se han identificado cinco
mutaciones con un patrén de distribucién caracteristico a nivel mundial. Las mutaciones

amino terminales (N86Y y Y184F) son mas comunes en los parasitos de origen asiatico y

africano, mientras que las tres mutaciones carboxi terminales (S1034C, N1042D vy

D1246Y) se encuentran con mayor frecuencia en aislados de Suramérica (Veiga MI, et

al., 2016).

En la Region de las Américas, en Perl se han observado mutaciones en las posiciones
Y184F y N1042D y por analisis con microsatélites se ha podido evidenciar origenes
diferentes en los mutantes entre las regiones Amazodnica oriental y occidental en este
pais (Bacon DJ, et al., 2009; Griffing SM, et al., 2010). En Venezuela entre 2003 y 2004
se reportd la presencia del triple (Y184F, N1042D y D1246Y) y el cuadruple mutante
(Y184EF, S1034C, N1042D y D1246Y) con frecuencias de 37% y 63% respectivamente
(Griffing SM, et al., 2010). En Brasil el haplotipo identificado con mas frecuencia fue N86,
Y184F, S1034C y D1246Y (Viana GM, et al., 2006).

Mientras que en el presente estudio el alelo silvestre en la posicion 86 estuvo presente
en 100% (64/64) de las muestras analizadas, en estudios previos realizados en muestras
procedentes de la Region Pacifica recolectadas entre 1999 y 2000 la mutacién N86Y fue
identificada en 6,7% (1/15) (Echeverry DF, et al., 2007). Es interesante observar que esta
misma mutacién fue identificada en 5,5% (4/73) muestras recolectadas entre 2002 y
2004, con respuesta adecuada al tratamiento con mefloquina en el municipio de Turbo,
Antioquia; en el mismo estudio, 14,2% (20/141) el alelo silvestre fue hallado en muestras
de individuos con falla a este mismo tratamiento procedentes del Uraba-Bajo Cauca
antioquefo y el alelo silvestre también fue identificado en 100% de individuos con malaria
complicada procedentes de Tumaco (Montoya P, et al., 2007). El alelo silvestre en esta

posicion también fue identificado en todas las muestras analizadas procedentes de
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Guaviare (4), Cérdoba (6) y Narifio (3) recolectadas entre 2009 y 2012 (Aponte SL, et al.,
2017). Estos hallazgos sugieren que la distribucion del genotipo mutante N86Y en pfmdrl
es diferente entre la Region Pacifico Sur y el Urab4a-Bajo Cauca y podria estar en
relacion con el uso previo de la combinacién mefloquina-artesunato en el Uraba-Bajo
Cauca antioquefio como inicio en la implementacion de derivados de la artemisinina en
Colombia (Ministerio de la Proteccion Social, 2010). Es importante recordar que ésta es
una mutacién compensadora de la pérdida de la adaptabilidad de parasitos portadores de
la mutacién K76T en pfcrt, relacionada con la resistencia a la cloroquina (Mita T, et al.,
2009).

La mutacién Y184F, identificada por Aponte S y colaboradores (Aponte SL, et al., 2017) y
Echeverry D y colaboradores (Echeverry DF, et al., 2007) en el 100% de las muestras
analizadas, se encontré en 87% (75/86) de las muestras analizadas en el presente
estudio. La mutacion D1246Y fue identificada en Turbo, Urab& antioquefio en 87,7%
(64/73) de las muestras, en el bajo Cauca en 97% (66/68) de las muestras y en Tumaco,
Narifio en 22,4% (20/89) (Montoya P, et al., 2007). Esta misma mutacion fue identificada
en Guaviare en 100% (4/4), Cérdoba en 100% (6/6) y no se identific6 en Tumaco, Narifio
(Aponte SL, et al., 2017). Por otra parte, Echeverry D y colaboradores (Echeverry DF, et
al., 2007) identifico6 esta mutaciéon en 53,3% (8/15) de las muestras analizadas. En el
presente estudio, esta mutacion fue identificada en 37,3% (76/204). Estos hallazgos
sugieren que esta Ultima mutacion esta ampliamente distribuida en la regién del Uraba-

Bajo Cauca y su frecuencia es mucho menor en la Region Pacifica colombiana.

En el presente estudio, en la evaluacion de las posiciones 86, 184 y 1246 del gen pfmdrl
se identificaron mutaciones simples NED (52,9%, 27/51), NYY (2%, 1/51) y dobles NEY
(45,1%, 23/51). Echeverry D y colaboradores también identific6 el simple mutante NED
en 40% (6/15) y el doble mutante NEY en 53,3% (8/15) en muestras procedentes de la
Regién Pacifica recolectadas entre 1999 y 2000 (Echeverry DF, et al., 2007). Los
haplotipos para pfmdrl descritos con mayor frecuencia en Colombia, incluyendo los

resultados del presente estudio, se presentan en la Tabla 3-9.

Es importante enfatizar que estudios de ingenieria genética en el gen pfmdrl han
demostrado que la mutacién N86Y, la cual es bastante frecuente en Africa pero poco
frecuente tanto Tailandia como en Colombia, estd asociada con el aumento de la

susceptibilidad a la mefloquina, la lumefantrina y la dihidroartemisinina y por el contrario
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disminuye la susceptibilidad a la cloroquina y la amodiaquina. Ademas, el haplotipo N86,
Y184F en este gen reduce la efectividad de la piperaguina en cepas africanas y asiaticas
gue ademas presentan una variante CVIET en el gen pfcrt asociado a la resistencia a la
cloroquina. Esto hace pensar que el adecuado mapeo y monitoreo de las mutaciones en
este gen facilitarian la aplicacion selectiva de las diferentes terapias combinadas con
derivados de la artemisinina de acuerdo con la distribuciébn geografica de estos
haplotipos (Veiga M, et al., 2016).

Tabla 3-9: Genotipos en el gen pfmdrl asociados a la resistencia/susceptibilidad a
cloroquina, amodiaquina, lumefantrina y mefloquina identificados en Colombia.

Haplotipo Frecuencian Procedencia Periodo de Referencia
(%) recoleccion

TyYSND 1/15 (6,7) Regi6n Pacifica 1999-2001 :fhggg;ry DF, et
SNESDD 6/15 (40) Regién Pacifica 1999-2001 :fhggg;ry DF, et
INESDY 8/15 (53,3 Regi6n Pacifica 1999-2001 :fhggg;ry DF, et
BNED 27/51 (52,9) Regioén Pacifica (Guapi, Cauca) | 2014-2017 | Presente estudio
BNYY 1/51 (2) Regién Pacifica (Guapi, Cauca) | 2014-2017 | Presente estudio
ENEY 23/51 (45,1) Regién Pacifica (Guapi, Cauca) | 2014-2017 | Presente estudio

® = posiciones evaluadas 86, 184, 1034, 1042, 1246
# = posiciones evaluadas 86, 184, 1246

3.4.7 Mutaciones en el grupo de genes PGB asociadas a la
resistencia a la artemisinina
Las mutaciones no sin6nimas en el gen kelch13 de P. falciparum estan asociadas con el
retraso en la eliminacién de la masa parasitaria en un individuo con infeccion malarica
tratado con derivados con artemisinina (Ariey F, et al., 2014). Existe un perfil genético de
mutaciones previas a la aparicion de la mutacion en el gen kelch13. Este perfil genético
agrupa mutaciones en diversos genes y es conocido como PGB, por sus siglas del inglés
“parasite genetic background” (Miotto O, et al., 2015). Las mutaciones no-sin6nimas

reconocidas como parte del antecedente genético parasitario son:
= VI127My D128Y/H en el gen pfarps10

= D193Y en el gen ferredoxin
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= N326S vy I356T en el gen pfcrt
= T484] en el gen pfmdr2

A pesar de que el tratamiento con derivados de la artemisinia mantiene niveles altos de
eficacia en muchos lugares del mundo, la tasa de reduccidon de la masa parasitaria
posterior a las primeras dosis de tratamiento ha venido disminuyendo, lo cual se ha
hecho evidente en el Sureste Asiatico en los ultimos 5 afios, acompafiado ademas de la
identificacion de cepas resistentes, con el riesgo de su diseminacion desde Asia a Africa,
semejante a lo ocurrido en el pasado con la resistencia a la cloroquina y la sulfadoxina-
pirimetamina (Dondorp AM, et al.,, 2009; Amaratunga C, et al.,, 2012). El marcador
molecular asociado con la resistencia de los derivados de la artemisinina esta ubicado en
el gen kelch13 y existe también un antecedente genético relacionado con mutaciones en
otros genes como se menciond anteriormente. La asociacion entre las mutaciones en el
gen kelch13 y este conjunto de mutaciones tiene distribuciones geograficas particulares y
diferencias entre zonas de alta y baja transmision para malaria. La identificacién de este
conjunto de mutaciones es considerada como riesgo para el desarrollo de resistencia en
poblaciones de parasitos sensibles a la artemisinina y en ausencia de mutaciones en el
gen kelch13 (Miotto O, et al., 2015).

En el presente estudio se identificaron las mutaciones descritas previamente con las

siguientes prevalencias:

= V127* en el gen pfarpsl10, 2% (3/144); D128* en el gen pfarps10, 17% (36/207) y
D128H en el gen pfarps10, 0,5% (1/207);

=  D193Y en el gen ferredoxin, 1% (2/205) y D193* en el gen ferredoxin, 2% (4/205);

= N326S en el gen pfcrt, 0,5% (1/204); N326* en el gen pfcrt, 5% (11/204); 1356T en
el gen pfcrt, 1% (2/177) y 1356* en el gen pfert, 1% (1/177);

= T484] en el gen pfmdr2, 0,5% (1/200) y T484* en el gen pfmdr2, 1,5% (3/200);

(Nota: los asteriscos significan infecciones multiples con posibles mutaciones).

Aunque en frecuencias bajas, estos resultados reflejan el potencial riesgo de desarrollo
de resistencia a los derivados de artemisinina, a pesar de que los estudios de eficacia
realizados en el pais desde que el Ministerio de la Proteccion Social implementd su uso

como esquema de primera linea para el tratamiento de la malaria no complicada por P.
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falciparum en Colombia (Ministerio de la Proteccion Social, 2010) reporten respuesta
clinica adecuada superior a 95% (Osorio L, et al.,, 2007.(a); Alvarez G, et al., 2010;
Vasquez A, et al., 2009; Rojas-Alvarez DP, 2010; Aponte SL, et al., 2017; Montenegro M,
et al., 2017).

Estudios previos en Colombia evaluaron las posiciones 326 y 356 del gen pfcrt
encontrando mutaciones en las dos (N326S, N326D, 1356T, 1356L) como parte de los
haplotipos CMNTHSQDTNLR (8,3%, 1/12) y CIETHSESTSTI (8,3%, 1/12) al evaluar las
posiciones 72, 74-76, 97, 220, 271, 326, 333, 334, 356 y 371; este mismo estudio
correlacion6 estos hallazgos con la susceptibilidad a la cloroquina, la amodiaquina y la
desetilamodiaquina y concluy6 que la resistencia a estos medicamentos esta asociada a

diferentes polimorfismos en los genes pfcrt y pfmdrl (Echeverry DF, et al., 2007).

Aunque en el presente estudio no se evallo la presencia de mutaciones en el gen
kelch13, estudios previos realizados en Colombia han informado la presencia del
haplotipo silvestre en todos los casos (Pedreros MF, 2017; MalariaGEN, 2016; Aponte
SL, et al., 2017; Montenegro M, et al., 2017).

Los haplotipos completos identificados para cada gen evaluado en general se
distribuyeron de forma homogénea en todos los sitios de procedencia de las muestras, es
decir en las zonas urbana y rural de Guapi, la zona rural de Timbiqui, la zona rural de
Narifio e incluso en las muestras procedentes de la zona minera en Venezuela. Los
mayores porcentajes se destacaron en las muestras procedentes de la zona rural de
Guapi, lo cual podria explicarse por la mayor representatividad en el nimero de muestras
evaluadas procedentes de este lugar; sin embargo, la identificacion de mutaciones
importantes como CVIDT en pfcrt y VDDNII en pfmdr2 podria estar relacionada con
caracteristicas ecolégicas de transmision (por ejemplo, patron de movilidad humana) y de
la estructura de poblacién de P. falciparum que determinen la mayor probabilidad de

aparicion de mutaciones en el parasito.
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3.4.8 Diversidad genética y estructura de poblacién de P.
falciparum

En el presente estudio se identificd una poblacion estructurada del parasito con al menos

tres subpoblaciones diferentes y baja diversidad de P. falciparum lo cual coincide con las

caracteristicas poblacionales de este parasito en zonas de baja transmision (Corredor V,

et al., 2010; Echeverry DF, et al., 2013; Mita T & Jombart T, 2015).

P. falciparum posee una importante capacidad de plasticidad pleomorfica y amplia
diversidad genética al interior de las poblaciones, lo cual le permite una rapida
adaptacion a los cambios del medio ambiente, el desarrollo de resistencia a los
medicamentos antimalaricos y evadir la respuesta inmune del hospedero a través de

variacion antigénica (Ferreira MU, et. al., 2004).

La diversidad genética se define como la ocurrencia de dos o mas alelos de un locus
especifico a una frecuencia apreciable al interior de una misma poblacién (Tanabe K, et.
al., 2013). La frecuencia del alelo mas comun deberé ser inferior a 0,95 en poblaciones
con menos de 100 individuos e inferior a 0,99 si son mas de 100 individuos evaluados
(Mita T & Jombart T, 2015). La caracterizacién de polimorfismos neutros en genes no
relacionados con resistencia a los antimalaricos a través del uso de SNPs es una buena

metodologia para medir la diversidad genética (Mita T & Jombart T, 2015).

La diversidad genética de P. falciparum esta determinada por su ancestro, los diferentes
cuellos de botella a los que se enfrenta durante el ciclo biologico y los cuellos de botella
gue ha sufrido la poblacién del parasito a lo largo de la historia durante la diseminacion
de esta especie desde Africa a América (Tanabe K, et. al., 2010). El Fst o coeficiente de
diferenciacion genética, permite describir la diferenciacién genética entre subpoblaciones
de P. falciparum. Se ha encontrado diferenciacion importante entre poblaciones de
Oceania y América (Fst=0,42), seguido de Asia vs América (Fst=0,33) y Africa vs Asia
(Fst=0,14) (Anderson TJ, et al., 2000; Tanabe K, et. al., 2010).

Un estudio previo realizado en muestras procedentes de cuatro poblaciones de la Region
Pacifica colombiana (Choco, Valle, Cauca y Narifio), con el uso de 384 SNPs, identifico
cuatro subpoblaciones bien diferenciadas (Fst = 0,084 — 0,279), lo cual para los autores
rechaza el supuesto de panmixia, es decir, que el proceso de entrecruzamiento de las

poblacién de parasitos en Colombia no es al azar (Echeverry DF, et al.,, 2013). Este
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mismo trabajo encontré mayores diferencias entre las poblaciones de Cauca y Chocé
(Fst=0,117) que entre las poblaciones de Valle y Narifio (Fst=0,023) (Echeverry DF, et
al., 2013).

Con el empleo de un cédigo de barras a partir de 24 SNPs, se identificé el origen de la
especie de P. falciparum causante de una epidemia en Panama entre 2001 y 2005 y se
concluyd que estos parasitos se distribuyeron en tres subpoblaciones con estrecha
relacibon con parasitos colombianos procedentes de Buenaventura y Tierralta vy
recolectados entre 2011 y 2012. Ademas, se concluyé que la epidemia era de origen
clonal y expandida a partir de un caso importado (Obaldia N 3rd, et. al., 2015). Estos
hallazgos soportan la aplicabilidad de estas metodologias moleculares para determinar la

estructura de poblacioén del parasito y para definir el origen de una epidemia.

El analisis realizado en el presente estudio usando el programa Structure 2.3.4., identifico
una poblacién estructurada con al menos 3 subpoblaciones con diferentes ancestros
genéticos puros o mezclados entre si, similar a lo reportado por Echeverry D y
colaboradores en parasitos de la Region Pacifica colombiana (Echeverry DF, et al.,
2013). A pesar de que las muestras en el presente estudio proceden de un area
geogréfica limitada (aproximadamente 30 Km alrededor del casco urbano de Guapi), no
hay una Unica poblacién de parasitos, es decir, no hay una poblacién Unica homogénea,
lo cual implica que existe intercambio genético entre las subpoblaciones. El origen de las
subpoblaciones podria ser producto de migraciones humanas o del mosquito, aunque
esto ultimo esta limitado por accidentes geogréaficos como esteros o bocanas de los rios,
al igual que inundaciones producto de las mareas, lo cual impide desplazamientos
lejanos del vector o que podria sobrepasar su capacidad maxima de vuelo, que llega
hasta 7,2 km (Charlwood JD & Alecrim WA, 1989).

Los datos obtenidos en el dendrograma concuerdan con lo encontrado en el analisis
realizado en Structure 2.3.4. Se observaron dos clones principales y un grupo de
individuos posiblemente producto de eventos recombinatorios entre estos dos clones o
genotipos nuevos que ingresan, posiblemente, a través de migraciones humanas. Como
se describi6, se diagnosticaron dos individuos procedentes de Venezuela, posiblemente
del estado de Bolivar. El nimero maximo de diferencia con respecto a las muestras
disponibles es 29 y el minimo es de 13, con valores de “distancia p” de 0,3279 y 0,2419,

respectivamente. De igual forma, el origen de esas infecciones procedentes de
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Venezuela esta soportado por el hecho de la presencia de los haplotipos de resistencia
en pfdhfr y pfdhps caracteristicos de la region oriental de la cordillera de los Andes en la
Orinoquia y la Amazonia. Aunque estas dos muestras forman una sub-poblacion
diferente con una distancia amplia, el valor de la diferencia de la distancia no es mayor
gue las observadas en muestras procedentes de la region de estudio; por lo tanto, no es
posible discriminar entre la variacion debida a la recombinacion entre las poblaciones
clonales Ay B (los dos clones principales) y la invasion de genotipos nuevos procedentes
de poblaciones distantes, producto de la migracion humana.

La distribucion de los individuos en el dendrograma acompafado de la distribucion
geografica de los casos hace sospechar que los dos principales clones se presentan en
un territorio separado y que durante el aumento de casos de malaria o brotes epidémicos
en regiones como el Carmelo, en zona rural de Guapi, se producen eventos
recombinatorios entre los dos clones gracias a la movilidad humana propia de la region.
Esto quiere decir que la infeccibn endémica es predominantemente clonal y en las
epidemias ocurren eventos recombinatorios entre los clones principales y que la
transmisién endémica de las dos poblaciones principales se produce en toda el area de
estudio, pero las epidemias ocurren en sitios especificos asociados, por ejemplo, con la
extraccién de oro. Las epidemias, al menos in situ, estan constituidas por parasitos de los
dos linajes y recombinantes que respaldan la hipétesis de que estos ultimos son el
resultado de la llegada de personas susceptibles y la creacién de nuevos criaderos de

mosquitos como resultado de las actividades mineras.

Con un porcentaje bajo, inferior al encontrado por Echeverry D y colaboradores, quienes
reportaron 19% de infecciones multiples (Echeverry DF, et al., 2013), el presente trabajo
identificdé 8,7% (estimado por el método “The Real McCOIL"), lo cual contrasta con los
porcentajes altos de infecciones policlonales identificados en Africa, que pueden superar
el 90% y que se asocian con niveles mayores de diversidad genética y entrecruzamiento
de poblaciones de P. falciparum, muy probablemente relacionado con la mayor incidencia

de la enfermedad en esta regién (Neafsey DE, et. al., 2008).

La baja diversidad genética de las poblaciones de P. falciparum también ha sido
demostrada en estudios previos con muestras colombianas. Un trabajo realizado en 1998
con muestra procedentes de la Region del Bajo Cauca utilizando marcadores

microsatelitales identific6 un indice de heterocigosis de 0,3 (desviacion estandar+/- 0.08),
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comparado con indices de 0,8 (DS+/-0.05), 0,8 (DS+/-0,04) y 0,8 (DS+/-0,02) de
muestras procedentes de Uganda, Congo y Zimbabue en Africa (Anderson TJ, et. al.,
2000). Un estudio realizado en 2001 en 390 muestras recolectadas en Quibdé y usando
mspl y msp2 como marcadores moleculares, identificé 40% de infeccion multiple (Osorio
L, et. al.,, 2007. (b)). Otro estudio que utilizé microsatélites neutros tanto para P. vivax
como P. falciparum en muestras procedentes de la Region Pacifica y El Bajo Cauca-Alto
Sind, entre 2011y 2013, encontrd 47,7% de infeccion maltiple para P. vivax y 14,8% para
P. falciparum (Pacheco MA, et. al., 2016). En un trabajo reciente realizado en 133
muestras recolectadas en Guapi entre 2014 y 2015, utlizando seis marcadores
microsatelitales se identificaron indices de heterocigosis bajos entre 0,028 y 0,578
(Pedreros MF, 2017). Todo lo anterior indica que las infecciones multiples por P.
falciparum en Colombia histéricamente son bajas y que los resultados son consistentes,
a pesar de usar diferentes metodologias para su identificacion.

Los cambios en la prevalencia e incidencia en la enfermedad asociados a las
intervenciones para el control de la malaria en Colombia y en la Region Pacifica en
particular podria haber afectado la estructura de la poblacién de P. falciparum en los
Ultimos afios. Las estrategias recientes utilizadas durante el desarrollo del Proyecto
Malaria Colombia entre 2010 y 2015 impactaron en la casuistica de malaria, generando
una reduccion de casos en este periodo, pero con un claro aumento de casos al terminar
dichas actividades, lo cual se evidencia en el importante aumento de casos en Colombia
y la Region Pacifica durante 2016 (INS, 2016) y es posible que esto haya generado la
reemergencia de parasitos con diferente estructura poblacional. Mas alla de los objetivos
del presente estudio, queda pendiente por dilucidar el impacto de las estrategias de

control en la estructura de la poblacion del parasito.

De igual forma, seria interesante determinar las diferencias geogréaficas por ecosistemas
y que involucre la caracterizacion del vector entre las diferentes subpoblaciones del
parasito, ademas de determinar las caracteristicas clinicas de la infeccion, las
caracteristicas de los portadores asintomaticos y las caracteristicas fenotipicas del
parasito como la respuesta a los antimalaricos, la capacidad de invasién al eritrocito, la
capacidad de produccién de gametocitos o la adaptabilidad del parasito al vector. Este
tipo de estudios permitiria saber si existe algun determinante biolégico o en la estructura

de poblacion del parasito que defina, por ejemplo, el predominio de un clon o una
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poblacién especifica del mismo en los individuos sintomaticos o asintoméaticos, en la zona

urbana o rural, en una especie del vector, entre otros aspectos.

Una limitacion del presente estudio fue la ausencia de datos correspondientes a los
genotipos de los parasitos causantes de la malaria asintomética, debido a la escasez de

la muestra y a la presencia de bajas parasitemias en la mayoria de ellos.
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4.0bjetivo especifico 3

4.1 Objetivo especifico 3

Identificar grupos de riesgo para infeccion por malaria en el barrio Santa Moénica, Guapi-

Caucay en la vereda El Cuerval, Timbigui-Cauca, Colombia.

4.2 Metodologia

4.2.1 Tipo de estudio

Estudio experimental descriptivo. Se tomaron muestras de suero de individuos
asintomaticos durante cuatro mediciones realizadas en los afios 2015 (marzo-abril y
septiembre-octubre) y 2016 (marzo-abril y septiembre-octubre) en el barrio Santa Mdnica
de Guapi y dos mediciones mas en diciembre de 2015 y mayo de 2017 en El Cuerval,
Timbiqui. Las muestras de sueros obtenidas de los individuos asintomaticos fueron
evaluadas contra micromatrices (microarrays) de proteinas especialmente disefiadas e
impresas a partir de antigenos del parasito. Se seleccioné un grupo de antigenos
presentes en P. falciparum y P. vivax, caracterizado por un alto nivel de expresion
antigénica y que habia sido evaluado utilizado para establecer marcadores seroldgicos
en otros estudios (Zenonos ZA, et al., 2014; Crosnier C, et al., 2013; Osier FH, et al.,
2014; Franca CT, et al., 2016; Hostetler JB, et al., 2015). Posteriormente se utiliz6 un
modelo multivariable con regresion logistica, cuya variable dependiente binomial fue
seropositividad y las variables independientes correspondieron a caracteristicas
demograficas, antecedentes y pruebas de laboratorio con el fin de identificar grupos de

riesgo para infeccion malarica (Kleinbaum DG & Klein M, 2010).
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4.2.2 Seleccion de antigenos

Se utilizaron 116 antigenos de P. falciparum y 12 de P. vivax. Estos antigenos fueron
seleccionados de acuerdo con su capacidad inmunogénica, la cual fue evaluada
previamente en el Departamento de Inmunologia e Infecciones del London School of
Hygiene and Tropical Medicine y en el Programa de Malaria del Wellcome Sanger
Institute, en Cambridge, Reino Unido (King CL, et al., 2015; Helb DA, et al., 2015). De
estos antigenos, 18 fueron producidos a partir de genes clonados en pladsmidos que
incluian genes de P. falciparum y P. vivax con un fragmento C-terminal marcado con CD4
e histidina (Tabla 4-1). Estos 18 antigenos fueron producidos en las instalaciones del
Programa de Malaria en el Wellcome Sanger Institute, en Cambridge, Reino Unido a
partir de los plasmidos correspondientes disponibles en este laboratorio
(https:/lwww.addgene.org/Julian_Rayner/) y como se explica en el apartado siguiente.

Tabla 4-1: Listado de los 18 antigenos de P. falciparum y P. vivax seleccionados para su
expresion.

Antigenos de Antigenos de
Plasmodium falciparum Plasmodium vivax
MSP11 Pv.GAMMA
AMA1 Pv.P12
Pf113 Pv.MSP5
MSRP1 Pv.DBP
MSP1 Pv.ARP2
MSP3 Pv.CyRPA
Pf3D7 0606800 Pv.MSP3a
P41 Pv.MSP10
Pf3D7 1136200 Pv.081550

4.2.3 Produccion de los 18 antigenos en el Wellcome Sanger
Institute. Sistema de expresion celular en eucariotas

= Transformacion de bacterias competentes

Cada uno de los 18 plasmidos de P. falciparum y P. vivax previamente construidos fueron
transformados en bacterias competentes Escherichia coli JIM109 (10977961-Promega).

Para la transformacion se utilizaron 50 pl de bacterias E. coli IM109 descongeladas a
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4°C sobre hielo, por cada 1 - 2 pl de plasmido. La mezcla se incub6 en hielo por 30
minutos y los plasmidos fueron integrados en las bacterias mediante choque térmico a
42°C por 45 segundos e incubaciéon inmediata en hielo. Se agregaron 250 pl de medio
SOC (Thermo Fisher Scientific 15544034) y las bacterias se incubaron a 37°C durante
una hora. El volumen total del cultivo se sembré en placas de agar con ampicilina
(100pg/ml) y se incub6 a 37°C durante toda la noche. Se seleccionaron colonias
individuales y se colocaron en medio LB con 2 ml de ampicilina a 100 pg/ml durante el
dia y se expandieron a 100 ml de medio durante la noche, incubadas a 37°C en
agitacion. EI ADN plasmidico fue extraido con un kit MIDI-prep [Plasmid DNA purification
(NucleoBond® Xtra Midi / Maxi)] siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo C). La
identidad correcta del plasmido fue verificada mediante secuenciamiento en GATC
Biotech-Germany.

» Transfeccién de los plasmidos en el sistema celular HEK-293E

Se utilizé la linea HEK-293E de células embrionarias de rifion humano para expresar los
18 antigenos de P. falciparum y P. vivax seleccionados (Tabla 4-1). La linea celular HEK-
293E se utiliza con mucha frecuencia, pues es facil de cultivar y transfectar. El
mantenimiento del cultivo celular se realizé en medio Freestyle 293 (12338026 Life
Technologies) suplementado con 1% de suero fetal bovino (F2442. Lote 128K8423
SIGMA) y 0,1% de disulfato de geneticina (G418) como antibidtico selectivo (10131027
Life Sciences). Las células fueron mantenidas en frascos Erlenmeyer de 50 ml bajo
condiciones estandar de cultivo (37°C, humedad relativa de 70% y concentracion de CO;

de 5%) y agitacion constante a 125 rpm (Tom R, et al., 2008).

Para la transfeccion se utilizaron suspensiones de 2,5x10° células/ml. Por cada 50 ml de
cultivo celular se utilizaron 2 ml de medio Freestyle 293 sin suplemento (12338026 Life
Technologies), 25 ug de plasmido de P. falciparum o de P. vivax (1 mg/ml) y 50 ul en una
concentracion de 1 mg/ml de polietilenamida (PEI). La mezcla se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente, y posteriormente se depositdé en un frasco Erlenmeyer
con 50 ml del cultivo celular a ser transfectado. Se utilizaron entre 3 y 5 frascos
Erlenmeyer por plasmido que fueron mantenidos bajo las condiciones estandar de cultivo

y agitaciéon a 125 rpm durante 6 dias.



148 La vigilancia de la malaria asintomatica y su contribucion al programa de
eliminacion de la malaria en Guapi-Cauca, Colombia

= Cromatografia de afinidad

Para la purificacion de los antigenos se utiliz6 el método de inmovilizacion por afinidad
con metales, basado en la interaccion de estos con el aminoacido histidina. El extremo C-
terminal de las 18 proteinas contenia una secuencia de polihistidinas con una alta
afinidad por niquel, lo que permiti6 aislar los antigenos a partir del sobrenadante del
medio de cultivo cuando se filtr6 a través de columnas disefiadas para retener las
esferas. Las células HEK-293E fueron separadas por centrifugacion y el medio de cultivo
clarificado se incub6 con la resina de niquel, como se describe en detalle en el Anexo D.
Los antigenos se eluyeron en una solucibn amortiguadora a pH ajustado a 7,4 con
imidazol (Anexo D) (Bornhorst JA & Falke JJ, 2000). Posteriormente se confirmé la
presencia de las proteinas mediante corrido electroforético en gel de poliacrilamida
(NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1,0 mm, 12-well- Invitrogen™) (Anexo E). La
concentracion de proteina se evalué por la técnica de Bradford (Quick Start™ Bradford
Protein Assay Gel de proteinas- BIO RAD) (Anexo F).

A lo largo del texto, los 18 antigenos que fueron expresados en sistema celular en

eucariotas en el Wellcome Sanger Institute se identifican con una letra “s” entre

paréntesis (s) y se especifica también su respectiva dilucién, utilizando fracciones.

4.2.4 Antigenos producidos en el London School of Hygiene and
Tropical Medicine. Sistema de expresion celular en
procariotas

Los 98 antigenos restantes correspondieron a péptidos y epitopes antigénicos sintéticos

previamente disefiados y producidos en sistemas de expresion celular en Escherichia

coli. Estos correspondieron a antigenos de superficie del merozoito, antigenos
relacionados o no con proteinas de superficie del merozoito y otros grupos de familias
como proteinas hipotéticas, surfinas, entre otros (Helb DA, et al., 2015). Dicho material se
encontraba disponible en el laboratorio del departamento de inmunologia e infecciones
del London School of Hygiene and Tropical Medicine, Reino Unido y se presenta en la
Tabla 4-2.
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Tabla 4-2: Listado de los antigenos de P. falciparum procedentes del London School of

Hygiene and Tropical Medicine.

Antigenos de Superficie

MSP1 block 2 Well full MSP2 [5-60B] MSP DBL2 T9/96 MSP3-3D7
MSP1 bk2 Well Rep MSP2 [15-30B] MSP DBL1 Fcc2 MSP3-K1
MSP1 block 2 Palo Alto Repeat | MSP2 [62-22A] MSPDBL2 C-term MSP 4
MSP1 block 2 Palo Alto full #6 | MSP2 [17-26B] MSPDBL1 C-term MSP 5
MSP1 block 2 MAD20 flank MSP2 [15-38B] MSP DBL1 N-term MSP6 A(1)
MSP1 bk2 Hybrid A MSP2 [62-18R] MSPDBL2 N-term MSP6 B
MSP1 bk2 Hybrid B MSP2 [62-22B] MSP DBL2 T9/96 MSP7

MSP1 bk2 Hybrid C

MSP2 [120-14D]

MSP1 bk2 Hybrid D MSP2 [15-34B] PfAMAL
MSP1 bk2 Hybrid E MSP2 CH150/9

MSP1 bk2 Hybrid F MSP2 [47-30A] MSRP 5B
MSP1 bk 2 K1 flank MSP2 [5-26C] MSRP2B

MSP1 bk2 MAD20 Rep

MSP2 [52-42A]

MSP1 bk2 MAD20 full

MSP2 [15-42C]

MSP1 bk2 3D7 Rep

MSP2 [17-34A]

MSP1 block 2 R033

MSP2 [5-36A]

MSP1 bk 2 K1SRv2

MSP2 Dd2

MSP1-19mut34

MSP1-19 2B

PfMSP1 19

Proteinas de transcripcion temprana, Surfinas y Proteinas hipotéticas

Etramp 11.1 Ag1

Surfin4.2 [K1C]

Etramp 4 antigen 1

Surfin4.2 [conserved]

Etramp5Ag1

Surfin4.2 [3D7C]

Etramp 2 Ag 2

Surfin4.2 [3D7B]

Etramp 5 Ag 2

Surfin4.2 [K1A]

Etramp2 Ag 1

Surfin4.2 [K1B]

Etramp 4 Ag 2

Etramp 14.1 Ag 1

Hyp 2

Etramp 10.1
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Tabla 4-2: (Continuacion)

Otras proteinas y péptidos

Pep18 2mg/ml PF10_0350_B EPF1v2 GAMA-A
Pep18 1mg/ml PF10_0350A Rh 4.9 GLURP RO
Pep18 0.5mg/ml Pf3D7_0424900 Rh5 GLURP R2
Pep24 2mg/ml PF10 0348 C-term Rh5 SD CSP
Pep24 1mg/ml PF10_0348 N-term RiPR SD CyRPA SD
Pep24 0.5mg/ml PF10_0355 C-term ACBP
Pep25 2mg/ml PF10_0355 N-term PfSEA-1 EBA140 RIII-V
Pep25 1mg/ml PF10_0351 Repeat PV1 EBA175 RIII-V [1]
Pep25 0.5mg/ml PF3D7_1419400 F3[1] |REX3 EBA181 RIII-V [2]
Pep26 2mg/ml Pf1103800 #6 gSG6_protein EBAL175RIl_F2
Pep26 1mg/ml Pf1103800 #7 GEXP18
Pep26 0.5mg/ml Pf0826100 SBP1
Pf3D7_0402000 HSP40 Ag 3
Pf3D7_0425400 ACS5 Ag 2
Pf3D7_0601700 ACS5 Ag 4
Pf3D7_1353100 ACS5 Ag 3
PF10_0351 C-term HSP40 Ag 1
MR321
MR152

4.2.5 Micromatriz (microarray) de proteinas y prediccion de la
exposicion a la malaria

Se construyeron micromatrices (microarrays) de proteinas a partir de 116 antigenos

seleccionados. En la Figura 4-1 se observa el esquema correspondiente a la micromatriz.

Cada micromatriz estaba constituida por dos bloques y en los dos bloques estaba

distribuida la totalidad de los antigenos. Cada lamina contenia 16 micromatrices, (32

bloques) y cada micromatriz correspondi6 a una muestra de suero (Anexo G). Los

procedimientos correspondientes a la micromatriz de proteinas y analisis de los datos se

llevaron a cabo en el laboratorio del departamento de inmunologia e infecciones del

London School of Hygiene and Tropical Medicine en Londres, Reino Unido.
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Figura 4-1: Estructura de la micromatriz (microarray) de proteinas.
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En el costado izquierdo de la imagen se encuentra el esquema de cada micromatriz (microarray). Los dos
bloques corresponden a una micromatriz. En el costado derecho de la imagen se encuentran los datos de
identificacion de cada proteina (antigeno) ubicada en cada bloque. Estos datos corresponden a los registros
que se ingresan al software para el proceso de impresion de las proteinas (antigenos).

4.2.6 Andlisis de imagenes de las micromatrices y normalizacion

de datos
Las imagenes se procesaron en el programa GenePix 4200AL (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA) y la intensidad de fluorescencia fue cuantificada con el software
ScanArray Express (Perkin) Elmer, Waltham, MA. El andlisis de los resultados fue
realizado en el programa R 3.1.0. A la intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus
iniciales en inglés) de cada muestra, se le restd la intensidad media obtenida del
plasmido vector vacio (en ausencia del gen codificante para el antigeno) para eliminar la
reactividad de fondo. Los resultados fueron transformados con la formula de logaritmo
base 2 y una muestra se considerd reactiva cuando el resultado de la transformacion
logaritmica fue mayor a 3 desviaciones estandar del valor de la sefial media del buffer
control en la micromatriz. Los analisis se centraron en aquellos antigenos que

reaccionaron con un minimo de 5% de las muestras (King CL, et al., 2015).

4.2.7 Andlisis estadistico

Para el modelo multivariable con regresion logistica se construy6 la variable dependiente
binomial “respuesta seroldgica” y las variables independientes correspondieron a las
variables demograficas, antecedentes y pruebas de laboratorio. Este modelo permitio
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evaluar cudles variables se relacionan con la mayor o menor proporcion de
seropositividad. Dado que no existio jerarquizacion predeterminada de las variables se
decidio utilizar un modelo automatico de analisis como el modelo “stepwise” (paso a
paso) con una probabilidad de retiro de 0,2 (Steyerberg EW, et al., 1999). El objetivo del
modelo “paso a paso” fue seleccionar dentro del grupo de variables independientes
aqguellas que explicaran de mejor manera a la variable dependiente. Se introdujeron en el
paquete estadistico aquellas variables cuyo valor de “p” en el analisis bivariado fue
menor o igual a 0,2 y asi se garantizO que las variables seleccionadas fuesen
significativas en conjunto. Con el criterio de exclusién (probabilidad de retiro de 0,2) se
garantizé que una variable seleccionada no fuese redundante en el modelo completo. Al
final del procedimiento se valoré la bondad de ajuste (modelo Hosmer Lemeshow), con el
fin de determinar si el modelo final fue adecuado o no. Los analisis univariado, bivariado

y multivariable se llevaron a cabo en el programa Stata 14.0.

4.3 Resultados

4.3.1 Caracteristicas demograficas y parasitolégicas de los
individuos seleccionados

Un total de 1003 individuos fueron evaluados, de los cuales 772 (77%) procedian de
Santa Monica, Guapi, Cauca, incluidos en el estudio durante los afios 2015 y 2016 y 231
(23%) procedian de El Cuerval, Timbiqui, Cauca, incluidos en el estudio en los afios 2015
y 2017. Estos 1003 individuos forman parte de las muestras seleccionadas para la
estimacion de la prevalencia de la malaria subclinica y asintomatica descrita y analizada
en el primer capitulo del presente documento. Es importante aclarar que no se llevo a
cabo un estudio de cohorte, no se realizé seguimiento y se conservo el primer dato de
todos aquellos individuos que por el azar estuvieran presentes en mas de uno de los seis
muestreos realizados, para asegurar que no hubiesen individuos duplicados.

Con el fin de establecer las diferencias en la respuesta serolégica en diferentes
momentos epidemioldgicos para malaria durante el afio, se construyo la variable afio
endémico y epidémico, de acuerdo con los reportes de la situaciébn de malaria en el
municipio de Guapi y en la localidad de El Cuerval, lo cual para el presente estudio
correspondi6 a los afios 2015 (afio endémico) y 2016 (afio epidémico) para Guapi y 2017

(afio endémico) y 2015 (afio epidémico) para El Cuerval, como se explicé en el primer
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capitulo del presente documento. Se identificé un porcentaje similar de hombres (50,3%)
y mujeres (49,7%) entre las 1003 personas evaluadas, siendo mas frecuentes los
individuos mayores de 20 afos (48,3%) y la poblacién de raza negra (99,1%). Las casas
ubicadas en bajo riesgo de transmisién para malaria fueron las mas frecuentes (39,5%).
El mayor porcentaje (45,9%) de los individuos vivian en el lugar de estudio desde hacia
menos de 5 afios. La frecuencia mas alta (80,3%) de afiliacion al Sistema de Salud
Colombiano fue al régimen subsidiado. EI mayor porcentaje (74,9%) de los individuos
desempefiaba actividades de bajo riesgo de exposicion a la malaria, es decir, eran
estudiantes, amas de casa, empleados o pensionados o adultos mayores 0 menores de
edad no escolarizados. El mayor porcentaje (84,8%) de los individuos usaba el toldillo de
forma habitual. En la poblacion de estudio, la frecuencia de individuos que manifestd
haber sufrido de malaria previamente (49,4%) fue muy similar a la de aquellos que no
presentaron este antecedente (48,8%). Se identificaron bajos porcentajes de infeccion
asintomatica diagnosticadas tanto por microscopia como por PCR (1,3% y 1,9%
respectivamente) en el dia 0, todas ellas causadas por P. falciparum. El mayor porcentaje
(52,5%) de las muestras fueron recolectadas durante momentos epidémicos para
malaria. La descripcion general de las caracteristicas demograficas y parasitolégicas en

la poblacién de estudio se resumen en la Tabla 4-3.

Tabla 2-3: Caracteristicas demogréficas y parasitoldgicas de la poblacién de estudio.
Santa Ménica y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017.

Poblacién de estudio
N=1003
n (%)
Género
Femenino 498 (49,7)
Masculino 505 (50,3)
Edad (afios)
2a9 220 (21,9)
10a19 299 (29,8)
20 0 méas 484 (48,3)
Raza
Negra 994 (99,1)
Mestiza 9(0,9
Ubicacion de la vivienda
Riesgo bajo 396 (39,5)
Riesgo intermedio 254 (25,3)
Riesgo alto 353 (35,2)
Afios viviendo en la casa
0ab 460 (45,9)
6a9 231 (23)
10 o més 312 (31,1)
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Tabla 4-3:(Continuacion)

Poblacién de estudio
N=1003
n (%)

Sistema de Salud
Contributivo 77 (7,7)
Subsidiado 806 (80,3)
Sin afiliacion 120 (12)
Ocupacion
Riesgo bajo 751 (74,9)
Riesgo intermedio 137 (13,7)
Riesgo alto 115 (11,4)
Antecedente de malaria
Si 495 (49,4)
Ns/Nr 18 (1,8)
No 490 (48,8)
Uso de toldillo
Si 846 (84,4)
Ns/Nr 11 (1,1)
No 146 (14,6)
Afo muestreo
Endémico 476 (47,5)
Epidémico 527 (52,5)
Localidad
Santa Monica, Guapi 772 (77)
El Cuerval, Timbiqui 231 (23)
*Infeccién asintomatica.
Parasitemia asexual. DiaO
Negativo 990 (98,7)
Positivo 13 (1,3)
*Infeccion asintomatica.
Parasi_temia sexual. Dia 0 996 (99,3)
Negativo
Positivo 7 (0,7)
*Infeccion asintomatica. PCR.
Dia0
Negativo 994 (98.1)
Positivo 19 (1,9)

* Todas las infecciones asintomaticas diagnosticadas por microscopia y PCR en el dia 0
fueron causadas por P. falciparum.
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4.3.2 Descripciéon de la reactividad a los antigenos de P.
falciparum y P. vivax
De los 116 antigenos de P. falciparum evaluados, 113 (97,4%) presentaron reactividad
en la poblacién de estudio, es decir, al menos una persona fue reactiva para un antigeno
y de los 12 antigenos de P. vivax evaluados, 11 presentaron reactividad (91,7%); es
decir, al menos una persona fue reactiva para un antigeno. El punto de corte de
positividad se defini6 como 3 desviaciones estandar por encima del valor de la sefial
media del buffer control en la matriz. Los 54 antigenos de P. falciparum con la mayor
reactividad, expresada como el logaritmo en base 2 de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) se muestran en la Figura 4-2.
El antigeno de P. falciparum con mayor nimero de muestras reactivas (49,4%, 495/1003)
en la poblacion de estudio fue el epitope PfMSP2 [15-38B], mientras que el de P. vivax
fue PVARP2 %(s) (9,9%, 99/1003). Los antigenos de P. falciparum que presentaron
reactividad en 50 o mas individuos evaluados y los de P. vivax que presentaron
reactividad en 30 o mas individuos evaluados se presentan en la Figura 4-3.
En el dia O del estudio se identificaron 11 individuos asintométicos con infeccion
diagnosticada tanto por microscopia como por PCR; 8 individuos asintométicos sub-
microscoépicos y 2 individuos asintomaticos positivos por microscopia, pero negativos por
PCR. Es decir, hubo en total 21 individuos con infeccion subclinica (pues algunos
desarrollaron sintomas antes del dia 14) o asintomatica (solo 3 persistieron asintomaticos
durante 14 dias), todos ellos por P. falciparum. Los 21 individuos fueron reactivos a 69 de
los 116 antigenos de P. falciparum evaluados; los antigenos con mayor reactividad en
este grupo fueron: PfGLURP R2 (85,7%, 18/21); PfAMAL (1/2s) (76,2%, 16/21); PfIMSP3
(1/2s) (76,2%, 16/21); PfMSP1 (1/2s) (71,4%, 15/21); PfMSP2 [5-36A] (66,7%, 14/21);
PfMSP4 (61,9%, 13/21); PIMSP2 [15-38] (61,9%, 13/21); Pf113 (1/2s) (47,6%, 10/21) y
PfMSP1-19 (47,6%, 10/21). De estos 21 individuos con infeccion subclinica o
asintomatica por P. falciparum, seis fueron reactivos a 4 de los 12 antigenos de P. vivax
evaluados; PVARP2 (1/2s) (23,8%, 5/21); PvGAMA (s) (19%, 4/21); PvDBP (4,8%, 1/21)
y Pv12 (1/2s) (4,8%, 1/21).
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Figura 4-2: Antigenos de P. falciparum reactivos en la poblacion evaluada. Santa Monica
y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017.
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Figura 4-3: Antigenos de P. falciparum y P. vivax con mayor reactividad en la poblacion
evaluada. Santa Monica y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017. A: Antigenos de P. falciparum.
B: Antigenos de P. vivax.
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4.3.3 Definicion de la
serolégica”

variable dependiente “respuesta
Para el andlisis univariado, bivariado y multivariable se construyeron las variables
dependientes binomiales “respuesta serolégica a P. falciparum”y “respuesta serolégica a
P. vivax”, utilizando antigenos o epitopes de las dos especies. Con el fin de reducir la
posibilidad de reaccién cruzada, la respuesta serologica a P. falciparum incluy6é la
reactividad a 6 epitopes antigénicos de PIMSP2 (MSP2 [15-38 B], MSP2 [5-60B], MSP2
[15-34B], MSP2 [5-36A]), los cuales son variantes repetidas de MSP2 y representan
variantes alélicas procedentes de pacientes de Ghana (Duah NO, et al., 2009). De igual
forma se seleccionaron los epitopes altamente especificos de PIMSP1 bloque 2 (MSP1
bk2 Hybrid E [hibrido sintético] y MSP1 bk2 MAD20 Rep [regién repetida de MAD20])
(Gray JC, et al., 2007). Para P. vivax se seleccion6 PvDBP por tener el mas bajo
porcentaje de identidad: PvRII (DBP) (25% de identidad de secuencia) o 239 de los 967
aminoacidos de su ortdlogo en P. falciparum (Hostetler JB, 2015). Los epitopes o
antigenos seleccionados para la construccion de la variable “respuesta serologica” y sus

caracteristicas generales se presentan en la Tabla 4-4.

Tabla 4-4: Antigenos de P. vivax y P. falciparum usados en la construccion de la variable
dependiente “respuesta seroldgica”. Caracteristicas generales y sus respectivos
ortdlogos.

Ag. en P. Producto NUmero de Homologo u ortélogo Caracteristicas *Antigeno o
vivax identificacién en P. falciparum del ortélogo
Proteina de EEgB;_gigiggg Antigeno de
P y PF3D7 1301600
A P NU d H I o] C isti *Antigeno o
g.enPp. Producto _Numero de omologo u ortélogo aracter,|st|cas epitope
falciparum identificacion en P. vivax del ortélogo
PfMSP2 [15-
Proteina de 38 I?S]:g’J'I;/I]SPZ
MSP2 superficie del PF3D7_0206800 No identificado :
merozoito 2 PIMSP?2 [15-
34B], PIMSP2
[5-36A],
. . PfMSP1 bk2
Proteina de Proteina de .
- PVP01_0728900 . Hybrid E,
MSP1 superf|C|§ del PF3D7_0930300 PVX 099980 superﬂug del PIMSP1 bk2
merozoito 1 - merozoito 1 MAD20

* = Usados para la construccion de la variable dependiente “respuesta seroldgica”.
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De los 1003 individuos evaluados, 56% (562/1003) fueron reactivos a por lo menos uno
de los 6 epitopes antigénicos de P. falciparum seleccionados y se consideraron
seropositivos para el andlisis. De igual forma, 6,2% (62/1003) de los individuos fueron

reactivos a PvDBP y se consideraron seropositivos para P. vivax en el analisis.

4.3.4 Modelo de prediccion de seropositividad a la infeccion
malérica

= Asociacion con la variable “respuesta serolégica”

La comparacién de las variables demogréficas y los resultados del laboratorio con la
variable respuesta serolégica para P. falciparum evidencié asociacién estadisticamente
significativa (p<0,05) con la edad, el tiempo viviendo en la vivienda, la ocupacion, el
antecedente de malaria previo, la localidad de origen y el resultado en la gota gruesa
(parasitemia asexual) para el diagnéstico de la malaria asintomatica. Por su parte, en el
caso de la variable respuesta serologica para P. vivax, no se evidencié asociacion

estadisticamente significativa con ninguna variable.

Con respecto a las variables con asociacion estadisticamente significativa, se encontré
gue la seropositividad por P. falciparum fue 2,8 veces mayor en individuos mayores de 20
aflos en comparacion con los menores de 9 afios. La seropositividad por P. falciparum
fue 1,8 y 2,9 veces mayor en individuos que desarrollaban trabajos con riesgo intermedio
y alto en comparacion con aquellos que desarrollaban un trabajo con bajo riesgo de

exposicion.

La seropositividad para P. falciparum fue 2 veces mayor en aquellos individuos que
presentaron antecedente de infeccion malarica previa con respecto a los que
manifestaron no haber sufrido de malaria previamente. En el caso de P. falciparum, la
seropositividad fue 2 veces mayor en individuos que vivian hace més de 10 afios en la
vivienda comparado con aquellos que vivian desde hacia menos de 5 afos en el lugar.

En cuanto a las pruebas de laboratorio para el diagndstico de la malaria asintomética, la
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seropositividad por P. falciparum fue 9,6 veces mayor en individuos con parasitemia
asexual comparado con aquellos negativos por microscopia. Es necesario aclarar que la
precision del estimador no es adecuada, dada la magnitud del intervalo de confianza.

Particularmente para P. falciparum, la seropositividad fue 30% menos frecuente en Santa
Monica que en El Cuerval, es decir, esta seropositividad fue 1,4 [1,1-2 (IC95%)] veces
mayor en El Cuerval que en Santa Monica. Para las demas variables no se identifico
asociacion estadisticamente significativa ni para la seropositividad por P. falciparum ni

por P. vivax.

Es importante resaltar que no se identificd asociacion estadisticamente significativa entre
la seropositividad por las dos especies y el afio endémico o epidémico para malaria
durante el desarrollo del trabajo. El resumen del andlisis bivariado se presenta en la
Tabla 4-5.

Como se mencioné anteriormente, el estudio se llevéd a cabo en dos lugares con
caracteristicas ecoepidemioldgicas diferentes, Santa Moénica en zona urbana de Guapi y
El Cuerval en zona rural de Timbiqui; por lo tanto, fue importante conocer las

seroprevalencias en cada uno de ellos.

En Santa Monica, el porcentaje de seroprevalencia de infeccion por P. falciparum fue de
54,3% (419/772) y por P. vivax fue de 5,7% (44/772); en EIl Cuerval, el porcentaje de
seroprevalencia de infeccion por P. falciparum fue de 61,9% (143/231) y por P. vivax de
7,8% (18/231) con diferencia estadisticamente significativa solo para seroprevalencia por

P. falciparum (x?: 4,2 [p= 0,04] para P. falciparumy ¢?:1,4 [p = 0,2] para P. vivax).
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Tabla 4-5: Distribucién de los seropositivos para P. falciparum y para P. vivax de acuerdo
con las variables demogréficas, antecedentes y de laboratorio. Santa Monica y El
Cuerval, Cauca. 2015- 2017.

Seropositivo P. Seropositivo
falciparum. OR crudo P. vivax. OR crudo
N=562 (IC 95%) N=62 (IC 95%)
n (%) n (%)

Género
Femenino 276 (49,1) 0,9 (0,7-1,2) 33 (53,2) 1,2 (0,7-1,9)
Masculino 286 (50,9) 1 29 (46,8) 1
Edad (afios)
2a9 94 (16,7) 1 11 (17,7) 1
10a19 141 (25,1) 1,2 (0,8-1,7) 8 (12,9) 1,9 (0,9-3,7)
20 o més 327 (58,2) 2.8 (2-3,9)* 43 (69,4) 0,5 (0,2-1,3)
Raza
Negra 556 (98,9) 0,6 (0,2-2,6) 61 (98,4) 0,5(0,1-4,2)
Mestiza 6 (1,1) 1 1(1,6) 1
Ubicacion
vivienda
Riesgo bajo 230 (40,9) 1 25 (40,3) 1
Riesgo ) :
intermedio 148 (26,3) 1(0,7-1,4) 21 (33,9) 1,3(0,7-2,4)
Riesgo alto 184 (32,7) 0,8 (0,6-1,1) 16 (25,8) 0,7 (0,4-1,3)
Afos viviendo en
la casa
0ab 228 (40,6) 1 23 (37,1) 1
6a9 128 (22,8) 1,2 (0,9-1,7) 14 (22,6) 1,2 (0,6-2,4)
10 0 mas 206 (36,7) 2 (15-2,7N)* 25 (40,3) 1,7 (0,9-3)
Sistema de Salud
Contributivo 40 (7,1) 1 3(4,8) 1
Subsidiado 455 (81) 1,2 (0,8-1,9) 53 (85,5) 1,7 (0,5-5,7)
No afiliacion 67 (11,9) 1,2 (0,7-2,1) 6 (9,7) 1,3 (0,3-5,4)
Ocupacioén
Riesgo bajo 386 (68,7) 1 42 (67,8) 1
Riesgo *
intermedio 89 (15,8) 1,8(1,2-2,6) 10 (16,1) 1,3 (0,7-2,7)
Riesgo alto 87 (15,5) 29(1,9-4.6)* 10 (16,1) 1,6 (0,7-3,3)
Antecedente de
malaria
Si 320 (57) 2 (1,5-2,6)* 38 (61,3) 1,7 (0,9-2,9)
Ns/Nr 8 (1,4) 0,9 (0,3-2,3) 1(1,6) 1,2 (0,2-9,4)
No 234 (41,6) 1 23 (37,1) 1
Uso de toldillo
Si 475 (84,5) 1 53 (85,5) 1
Ns/Nr 6(1,1) 0,9 (0,3-3,1) 1(1,6) 1,5(0,2-11,9)
No 81 (14,4) 1(0,7-1,4) 8 (12,9) 0,9 (0,4-1,9)
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Tabla 4-5: (Continuacion).

Seropositivo OR crudo Seropositivo
P. falciparum. (IC 95%) P. vivax. OR crudo
N=562 N=62 (IC 95%)
n (%) n (%)
Ao muestreo
Endémico 268 (47,7) 0,9 (0,8-1,3) 30 (48,4) 1
Epidémico 294 (52,3) 1 32 (51,6) 0,9 (0,6-1,6)
Parasitemia asexual
Negativo 550 (97,9) 1 62 (100) 1
Positivo 12 (2,1) 96(12-741)* 0 (0 Omitido®
Parasitemia sexual
Negativo 556 (98,9) 1 62 (100) 1
Positivo 6(1,1) 4,7 (0,6-39,6) 0 (0) Omitido®
PCR
Negativo 547 (97,3) 1 61 (98,4) 1
Positivo 15 (2,7) 2,9(0,9-9,1) 1(1,6) 0,8 (0,1-6,4)
Localidad
Santa Ménica, Guapi 419 (74,6) 0,7 (0,5-0,9)* 44 (71) 0,7 (0,4-1,3)
El Cuerval 143 (25,4) 1 18 (29) 1

*En negrilla se identifican los OR estadisticamente significativos en el grupo de seropositivos para P.
falciparum y el grupo de seropositivos para P. vivax.
Ns/Nr = No sabe/ No responde

IC = Intervalo de confianza. OR = Raz6n de Odds.
“=No se calcula el estimador debido a la presencia de “0” en la tabla de contingencia.

= Analisis multivariable

En el andlisis multivariable se incluyeron las variables que en el andlisis bivariado
presentaron un valor de “p” menor o igual a 0,2 y para la aplicaciéon del modelo stepwise
se asigné una probabilidad de retiro de 0,2.

El modelo que mejor predijo el desarrollo de seropositividad para P. falciparum incluy6
las variables edad, tiempo viviendo en la residencia, ocupacién, antecedente previo de
malaria y presencia de parasitemia asexual en la gota gruesa. Habiendo ajustado por las
otras variables del modelo se pudo inferir que la seropositividad por P. falciparum fue 1,9
veces mayor en individuos mayores de 20 afios comparado con los menores de 9 afos;
1,6 veces mayor en personas que llevaban viviendo en la vivienda mas de 10 afios
comparado con aquellos que vivian en el lugar de residencia durante 5 afios; 1,7 veces
mayor en personas que desarrollaban trabajos de riesgo alto de exposicion a la malaria,
comparado con aquellos que desarrollaban trabajos de riesgo bajo y 1,4 veces mayor en
individuos que manifestaron haber presentado malaria previamente en comparacion con

aquellos que no la tuvieron. En cuanto a la presencia de parasitemia asexual por
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microscopia, la seropositividad por P. falciparum fue 14 veces mayor en individuos que la
presentaban comparado con aquellos que no la tenian, pero la magnitud del intervalo de
confianza afecta la precision del estimador. Estos datos se resumen en la Tabla 4-6.

En el caso de P. vivax, el modelo que mejor predijo el desarrollo de seropositividad
incluy6 las variables edad y ubicacion de la vivienda, pero no se identificé asociacion
estadisticamente significativa con ninguna de ellas. Estos datos se resumen en la Tabla
4-6.

Tabla 4-6. Modelo que mejor predice la seropositividad para P. falciparum y P. vivax.
Santa Moénica y El Cuerval, Cauca. 2015- 2017.

Seropositividad P. falciparum OR ajustado IC 95%
Edad

2 a9 afios 1

10 a 19 afios 0,9 06-1,4
Mayor de 20 afios 1,9 1,3-238"
Tiempo viviendo en casa

0 a 5 afios 1

6 a 9 afos 1,2 09-1,7
Mas de 10 afios 1,6 1,1 —-22*%
Ocupacioén

Riesgo bajo 1

Riesgo intermedio 1 06-15
Riesgo alto 1,7 1-27*
Antecedente previo de malaria

No 1

Ns/Nr 0,8 0,3-2,2
Si 1,4 1,1 -2*
Parasitemia asexual

Negativa 1

Positiva 14 1,8—-113,1*
Seropositividad P. vivax OR ajustado IC 95%
Edad

2 a9 afios 1

10 a 19 afios 0,5 0,2-1,3
Mayor de 20 afios 1,8 0,9-3,6
Ubicacion de la vivienda

Riesgo bajo 1

Riesgo intermedio 1,3 0,7-2,4
Riesgo alto 0,7 04-1,4

*Subrayado y en negrilla se identifican los OR estadisticamente significativos en el grupo
de seropositivos para P. falciparumy el grupo de seropositivos para P. vivax.
IC = Intervalo de confianza. OR = Razén de Odds.
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Se realizd la prueba de bondad de ajuste usando el modelo Hosmer Lemeshow,
encontrandose un ajuste adecuado tanto para la seropositividad por P. falciparum [(x*:
14,9 (p = 0,06)], como por P. vivax [(x2 2 (p = 0,9)].

4.4 Discusion

La evaluacion serologica realizada en Santa Moénica, Guapi-Cauca y El Cuerval,
Timbiqui-Cauca entre 2015 y 2017 detect6 diferentes niveles de serorreactividad a la
infeccion por P. falciparum (56%, 562/1003) y P. vivax (6,2%, 62/1003), lo cual
demuestra exposicion previa de la poblacion a la infeccion malarica. Es importante
resaltar que aunque el comportamiento epidemiolégico de la malaria en esta region
evidencia una frecuencia alta y casi exclusiva de infeccion por P. falciparum, se detect6
seropositividad a P. vivax, lo cual sugiere la posibilidad de reactividad cruzada
principalmente con los antigenos de P. vivax o la circulaciébn de este parasito en la
region. Adicionalmente, el analisis del modelo de prediccion de seropositividad a la
infeccidbn malarica guarda importantes similitudes con lo reportado previamente en la

literatura.

El principal objetivo fue determinar los grupos de riesgo para la infeccion por malaria. El
uso de marcadores seroldgicos ha sido usado para determinar factores de riesgo y
dinamicas de transmision en malaria (Esposito F, et al., 1988; Ramasamy R, et al.,1994;
Corran P, et al.,, 2007; Rosas-Aguirre A, et al., 2013; Kano FS, et al.,, 2012), lo cual
permite planear estrategias encaminadas al control y la eliminacion o monitorear los
cambios en el nivel de transmisién de la enfermedad (Corran P, et al., 2007). En este
estudio, el andlisis multivariable identific6 asociaciones estadisticamente significativas
(p<0,05) entre la serorreactividad por P. falciparum y la edad, la ocupacion, el
antecedente de malaria previo, el tiempo viviendo en la vivienda y el resultado de la
parasitemia asexual en la gota gruesa para el diagnostico de la malaria asintomatica. Sin
embargo, para la serorreactividad por P. vivax no se identific6 asociacion
estadisticamente significativa (p<0,05) con ninguna de las variables explicativas del

modelo.

Como se expuso en los resultados, el porcentaje de seropositividad para P. falciparum es
mas alto y con mayor asociacion en poblacion por encima de los 20 afios de edad (1,9

veces mayor comparado con los menores de 9 afios de edad), lo cual indica que el nivel
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de exposicion aumenta con la edad y ademas, como se ha descrito en varios estudios, la
adquisicion de la inmunidad es dependiente de esta (Greenwood BM, 1987; Artavanis-
Tsakonas K, et al., 2003). Es por esta razdn gue los nifios menores de 6 meses que han
perdido la proteccién de los anticuerpos transmitidos por la madre son poblacién de alto
riesgo de morbi-mortalidad por malaria, al igual que los menores de 5 afios quienes no
han logrado desarrollar la inmunidad parcialmente protectora (Phillips M, et al., 2017). El
desarrollo de esta inmunidad parcialmente protectora requiere de exposiciones repetidas
al parasito y reduce el riesgo de infecciones complicadas y por lo tanto mortales
(Dondorp AM, 2008). Este patron de adquisicién de inmunidad es mucho més claro en
zonas de alta transmisién para malaria comparado con zonas de baja transmision
(Stanisic DI, et al.,, 2015). En la seccion sobre la caracterizacién de la infeccion
asintomatica en el presente estudio y que corresponde a la poblacién a partir de la cual
se desarrollo el presente analisis de seroprevalencia, se evidenciéo que 14,8% de las
personas encuestadas (100 de los 676 individuos con antecedente de malaria previo),
manifestd haber sido hospitalizada durante alguno de los episodios anteriores de malaria,
sin tener un patréon de edad caracteristico para este antecedente; esto indica de forma
indirecta acerca de posibles casos de malaria complicada en la poblacién de estudio, en
diferentes rangos de edad y en una zona en la cual la infeccién por P. falciparum es la

mas frecuente, como sucede en Region Pacifica colombiana.

Estudios anteriores evidencian que los individuos adquieren inmunidad contra P. vivax
mas rapidamente que contra P. falciparum, independientemente del nivel de transmision
de la malaria en la regién (Mueller |, et al., 2013). En el presente estudio no se encontrd
diferencia estadistica entre las proporciones de seropositivos por P. vivax en los
diferentes grupos de edad, lo cual indicaria que no existe un patron distintivo de

adquisicion de inmunidad en diferentes edades para éste parasito en esta muestra.

En estudios previos se ha concluido que la infeccibn malarica se asocia con actividades
laborales que incrementan la posibilidad de exposicion a la picadura del vector, como el
desarrollo de ocupaciones al aire libre que estan estrechamente relacionadas con la
agricultura, la mineria y la pesca (Castro MC, 2017). De forma similar, en el presente
estudio se identificd una asociacion estadisticamente significativa y con riesgo 1,7 veces
mayor entre la seropositividad por P. falciparum y el desarrollo de este tipo de actividades

laborales.
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Es importante aclarar que aunque la mayoria de los individuos encuestados en el
presente estudio manifestaron ser estudiantes, las dificiles condiciones econémicas de la
region obliga a que muchos de ellos en sus periodos de vacaciones escolares se
dediquen a la pesca, recoleccion de diferentes especies de moluscos en el manglar o a la
mineria, apoyando los ingresos econdmicos de su nucleo familiar. En la Region Pacifica
colombiana la captura de moluscos y cangrejos como actividad econémica es
desarrollada por nifios (estudiantes) y mujeres (amas de casa) y correspondié a uno de
los principales factores de exposicion a la malaria en comunidades del municipio de
Santa Béarbara en el departamento de Narifio, vecinas a Guapi (Escobar JE, 2012). Por
este motivo, no se puede descartar el riesgo de exposicion en personas que durante la
encuesta manifestaron ser estudiantes o amas de casa. Ademas, teniendo en cuenta que
cerca del 50% de la poblacién es menor de 19 afios, es posible que presenten algun
riesgo de exposicion debido a sus actividades no escolares como se explicd
anteriormente. En otros estudios se ha identificado asociacién de riesgo ocupacional con
actividades laborales desarrolladas en bosques (agricultura, extraccibn maderera o
limpieza de terrenos) o actividades urbanas como ser conductor de moto taxi (Vittor AY,
et al., 2006; Chuquiyauri R, et al., 2012; Rosas-Aguirre A, et al., 2013).

De acuerdo con los resultados expuestos, el antecedente de haber sufrido de malaria
estd mas estrechamente relacionado con la seropositividad por P. falciparum y es 1,4
veces mayor en individuos que manifestaron este antecedente. Las exposiciones
repetidas al parasito generan el desarrollo de inmunidad parcialmente protectora y el
desarrollo de anticuerpos contra diferentes antigenos parasitarios (Badiane AS, et al.,
2013). Es importante resaltar que en este tipo de preguntas el sesgo de memoria o la
interpretacion de los conceptos podrian afectar la respuesta real. En este caso se tuvo
una buena correlacion y robustez estadistica y cabe resaltar la importancia de validar
correctamente este tipo de preguntas en caso de ser incluidas en instrumentos que
acomparfen el desarrollo de futuros estudios serolégicos en programas de vigilancia

epidemioldgica.

En el andlisis multivariable se identific6 que las personas que han vivido en la zona
durante mas de 10 afos, presentan un riesgo 1,6 veces mayor de ser seropositivos para
P. falciparum y aunque en el analisis multivariable no se encontré asociacion
estadisticamente significativa con la localidad, en los OR crudos esta seropositividad fue

1,4 veces mayor en El Cuerval que en Santa Monica. Este dltimo es un lugar que alberga
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gran proporcién de poblacion flotante, lo cual se corrobora con la importante fluctuacion
en el numero de individuos registrados en los diferentes censos realizados antes de los
muestreos. En consecuencia, la historia personal frente a la malaria no necesariamente
es reflejo de las caracteristicas de vida en Santa Mdnica (Guapi-Cauca) y que por el
contrario la exposicion a esta enfermedad habria que caracterizarla de forma mas
individual, de acuerdo con patrones de migracién humana, condiciones de vida y factores
de exposiciones previos a vivir en Santa Mdnica. AUn mas, posiblemente este barrio es
una zona receptora de poblacién con una historia previa de exposicion. La movilidad
humana y los procesos de urbanizacién incrementan las posibilidades de transmision,
principalmente en pequefos centros poblados urbanos que ofrecen mejores condiciones
de vida a personas en busca de trabajo, educacion o salud (Castro MC, 2017). En Guapi
y en la Region del Pacifico caucano existe un fendbmeno que se relaciona con la
presencia de malaria urbana. En la cabecera municipal de Guapi se encuentran las
instituciones educativas de basica primaria, secundaria y la normal y la mayoria de la
poblacion escolarizada procede de zonas rurales en las cuales la malaria tiene mayores
niveles de prevalencia y la transmisién es constante a lo largo del afio. Los profesores
manifestaron que buena parte del ausentismo escolar al inicio del afio o después de
vacaciones esta relacionado con casos de malaria en nifios procedentes de zonas
rurales. De igual forma, los lugares de extraccion minera y las zonas de pesca son el
origen de casos de malaria diagnosticados en el casco urbano de Guapi. En esta linea,
otro estudio, en Quibdd, en la Regién Pacifica colombiana demostré que los movimientos
temporales de residentes de areas donde la transmision de la malaria es mayor a zonas
de menor transmision se han asociado con un aumento en el riesgo, principalmente en

escenarios urbanos (Osorio L, et al., 2004).

Un objetivo del presente andlisis fue caracterizar la dinAmica de transmision de la malaria
en dos lugares con contextos ecoepidemiol6gicos diferentes: una zona urbana donde se
presentan casos (Santa Mdénica, Guapi) y otra, El Cuerval, Timbiqui, donde la transmision
es netamente rural. La caracterizacion de criaderos de Anopheles realizada por la Unidad
de Entomologia de las Secretaria Departamental de Salud del Cauca en el barrio Santa
Monica, Guapi, Cauca en el marco de las actividades del proyecto PAMAFRO en 2011
logré establecer la presencia de dos lagos subutilizados para cria de peces, ubicados en
las instalaciones del Hogar Ménica, en el sector de la “L”, zona en la cual estan ubicadas

las casas con mayor riesgo de transmision en este barrio. En esos lagos se identificaron
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especies potencialmente transmisoras de malaria: Anopheles albimanus (96,8%) y
Anopheles neivai (0,6%). En ese momento, An. albimanus presento la mayor actividad de
picadura entre las 22:00 y 02:00 horas. Con estos resultados y con el apoyo del Proyecto
Malaria Colombia, la Secretaria Departamental de Salud del Cauca realiz6 el drenaje de
los lagos y la implementacion de toldillos tratados con insecticidas a los residentes del
Hogar Ménica. De esta manera se logré reducir de forma importante la transmision de
malaria en este barrio, que histéricamente aportaba aproximadamente el 40% de los
casos de malaria urbana de Guapi (Datos suministrados por la Secretaria Departamental
de Salud del Cauca).

Mas recientemente, en 2012, la Secretaria Departamental de Salud del Cauca realizé la
caracterizacion ecoepidemioldgica de El Cuerval, Timbiqui-Cauca. Esta zona costera de
playa esta influenciada por el intercambio de aguas producto de las mareas que
ascienden y descienden cada seis horas y generan una diferencia en el nivel del agua
gue oscila entre 3 y 4 metros. La vegetacion es tipica del bosque lluvioso tropical de la
Region Pacifica en la que se encuentran abundantes bromelias epifitas que crecen sobre
arboles. Aunque no se han identificado criaderos de anofelinos, ni permanentes, ni
artificiales y no se han identificado estados larvales del vector en las bromelias, si se ha
identificado en El Cuerval la presencia de An. neivai, vector secundario de malaria, cuyos
hébitos de vida estan estrechamente relacionados con las bromelias como sitios de cria
(Ueno HM, et al., 2007). La Unidad de Entomologia de la Secretaria Departamental de
Salud del Cauca informé en esa época que en El Cuerval también se identifico An.
albimanus el cual presenté un comportamiento de picadura gue iniciaba a las 20:30 horas
en el exterior de las viviendas y a las 21:30 horas en el interior. En esa oportunidad, las
tasas de picadura de An. albimanus en el intradomicilio y el extradomicilio estuvieron en
un rango entre 1 y 6,5 mosquitos/hora’/hombre y entre 2,3 y 6 mosquitos/hora/hombre
respectivamente. Para el caso de An. neivai la tasa de picadura (rango entre 1y 2
mosquitos/hora/hombre) fue constante en el extradomicilio e iniciaba a las 19:30 horas y
disminuia a las 23:30 horas; en el interior del domicilio, la tasa de picadura (rango entre 0
y 1,2 mosquitos/hora/lhombre) de esta especie iniciaba 19:30 horas, disminuia
progresivamente y presentaba un pico hacia la media noche (Datos suministrados por la
Secretaria Departamental de Salud del Cauca). Ni en Santa Monica, Guapi-Cauca, ni en
El Cuerval, Timbiqui-Cauca se han realizado estudios de tasa de infectividad y por

consiguiente se desconoce la tasa de inoculacion entomolégica.
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En un estudio realizado en 2011 en tres localidades del municipio de Iscuandé en Narifio,
vecino de Guapi y con caracteristicas ecoldgicas similares a El Cuerval, se determino
gue de acuerdo con la tasa de inoculacion entomoldgica una persona en esta region
podria recibir 2,3 picaduras infectivas de An. albimanus, y 1,8 picaduras infectivas de An.
neivai durante un afio (Escobar JE, 2012). De igual forma, en este estudio se demostré
que An. neivai juega un papel importante en la transmision de malaria extradomiciliaria,
dada su preferencia de picadura en el extradomicilio, similar a lo identificado por la
Unidad de Entomologia de la Secretaria Departamental de Salud del Cauca en El
Cuerval. En este estudio ademas se encontré6 que An. neivai estaba infectado por
especies de Plasmodium, con una tasa de inoculacién entomolégica un poco inferior a la
de An. albimanus y un riesgo alto de contacto humano-vector dado las actividades
economicas y socio-culturales de los habitantes que aumentan la exposicion a este

vector en particular (Escobar JE, 2012).

De acuerdo con lo descrito anteriormente, las caracteristicas ecoepidemiolégicas en El
Cuerval, Timbiqui-Cauca, ofrecen mejores condiciones para la trasmisién de la malaria,
comparado con Santa Ménica, Guapi-Cauca y esto se evidencia en los IFA reportados
para El Cuerval durante 2017 (10 casos por 1000 habitantes) y 2015 (280 casos por 1000
habitantes). De igual forma, si se compara el porcentaje de seroprevalencia de la
infeccion por P. falciparum en Santa Moénica (54,3%; 419/772) con el porcentaje de
seroprevalencia de la infeccion por P. falciparum en El Cuerval (61,9%; 143/231), existen
diferencias estadisticamente significativas [y%:4,2 (p= 0,04)], lo cual refuerza la hipétesis
de que El Cuerval cuenta con mejores condiciones ecoepidemioldgicas de transmisiéon

autéctona de la infeccion malérica en comparacion con Santa Moénica.

Se evidenci6 una buena correlacién entre resultado de la microscopia para el diagndstico
de la malaria asintomatica en el dia 0 y serologia en cuanto a la infeccion por P.
falciparum, pero la magnitud del intervalo de confianza reduce la precision de dicho
estimador. Los estudios seroldgicos no son considerados pruebas diagnésticas en
malaria, pero si una herramienta Util para determinar la exposicion a la infeccion y la
intensidad de transmision (Corran P, et al., 2007). En zonas de baja transmision podrian
mejorar los niveles de sensibilidad de diagnéstico de las pruebas rutinarias como la
microscopia (Bousema T, et al., 2010). Lo ideal seria tener un sistema de medida que
incluya antigenos suficientemente inmunogénicos y especificos, modelos matematicos

gue permitan calcular tasas de seroconversion y predecir fluctuaciones de la incidencia
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de la enfermedad e incluir este sistema de medida en la vigilancia rutinaria de la malaria
a nivel local y regional, con el fin de evaluar cambios en la transmision producto de la
implementacion de una estrategia especifica (por ejemplo el uso de tratamiento en masa
dirigido a puntos calientes), o del cambio climatico o cambios medioambientales, entre
otros factores. Por ejemplo, en zonas donde se ha eliminado la transmision por P.
falciparum, la presencia de anticuerpos contra este parasito podria indicar la existencia
de transmision residual a partir de portadores asintomaticos de la infecciébn que no son
detectados por las pruebas rutinarias de diagnostico (Rosas-Aguirre A, et al., 2013), para
lo cual es fundamental contar con un biomarcador serolégico de exposicién preciso que

de cuenta de la tasa de seroconversion y serorreversion.

Una de las grandes dificultades que debe enfrentar la implementacién de los estudios
serolégicos como medida de intensidad de transmision es la reaccion cruzada de los
antigenos usados en las pruebas (Bryan D, et al., 2017). Ademas, esta limitacion puede
generar graves problemas de interpretacion de resultados en zonas de baja transmision
en las cuales la exposicion de los individuos no es permanente ni homogénea, al igual
que en las zonas donde circulan de forma simultdnea mas de una especie causante de
malaria en humanos. Ambas condiciones se presentan en la poblacion objeto de estudio

del presente trabajo.

En el presente estudio se utilizé un amplio nimero de antigenos y epitopes antigénicos
para evaluar la respuesta de anticuerpos frente a la infeccién por P. falciparum y P. vivax.
Para la construccion de la variable dependiente “respuesta seroldgica” se decidio
seleccionar un grupo de epitopes antigénicos altamente especificos de P. falciparum,
como es el caso de MSP2 [15-38 B], MSP2 [5-60B], MSP2 [15-34B], MSP2 [5-36A], que
son variantes repetidas de MSP2 y representan variantes alélicas procedentes de
pacientes de Ghana (Duah NO, et al., 2009); ademas, hay que recordar que MSP2 no
posee ortélogo identificado en P. vivax. Los epitopes, MSP1 bk2 Hybrid E (hibrido
sintético) y MSP1 bk2 MAD20 Rep (region repetida de MAD20), hacen parte de epitopes
antigénicos de la familia antigénica del bloque 2 de MSP1 altamente especificos de P.
falciparum (Gray JC, et al., 2007). En el caso de P. vivax, la seleccion del antigeno hacia
parte de un grupo de marcadores con baja identidad relativa de secuencias entre las dos
especies y se seleccioné a PvDBP por tener el mas bajo porcentaje de identidad: PvRII
(DBP) con 25% de identidad de secuencia, es decir, 239 de los 967amino acidos de su

ortdlogo en P. falciaprum (Hostetler JB, 2015).
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Aunque PvDBP ha sido utilizado en otros estudios como un marcador adecuado de
infeccién por P. vivax (Kano FS, et al., 2012), los resultados del presente estudio hacen
pensar que este antigeno no es el mejor marcador de serorreactividad para la infeccion
por este parasito en la Region Pacifica caucana. En el analisis multivariable solo existié
asociacion estadisticamente significativa de la seropositividad por P. vivax con la edad y
este andlisis no permitio establecer una diferencia clara entre los factores de riesgo
asociados a la seropositividad por una u otra especie. Ademas, cuando se compara la
proporcién de seroprevalencia de P. vivax en las dos localidades analizadas, no se hallo
diferencia estadisticamente significativa [Santa Monica: 5,7% (44/772) y El Cuerval 7,8%
(18/231); x*1,4 (p=0,2)]. Es importante recordar, como se menciond anteriormente, que
en esta zona la mayor proporcion de casos de malaria es causada por P. falciparum.
Debido al bajo niumero de casos de malaria subclinica o asintomatica positivos por PCR
0 por microscopia no se lograron establecer diferencias estadisticamente significativas en
la proporcion de positividad de los marcadores serolégicos para P. falciparum y P. vivax.
Ademas, es importante tener en cuenta los diferentes niveles de variabilidad genética de
PvDBP identificada en la Region de las Américas (Sousa T, et al., 2006; Souza-Silva FA,
et al.,, 2010) que podrian también afectar la baja serorreactividad observada en este

estudio.

Debido al bajo numero de individuos con infeccién subclinica o asintomatica detectados
en el presente estudio, no fue posible realizar un andlisis estadistico robusto en relacién
con la serorreactividad a P. falciparum o P. vivax. Es importante anotar que los 21
individuos con infeccién subclinica o asintomética fueron reactivos a 69 de los 116
antigenos evaluados, siendo PfGLURP R2 y PfAMALl los que presentaron mayor
reactividad [(85,7%, 18/21) y (76,2%, 16/21) respectivamente]. Otros estudios han podido
determinar diferencias estadisticamente significativas en la intensidad de la respuesta de
anticuerpos entre individuos asintomaticos y sintomaticos, reportando mayor reactividad
en estos ultimos (Baum E, et al., 2016). Ademas, el antigeno que se ha identificado con
mayor frecuencia en la poblacion de individuos asintométicos en otros estudios es
PfAMA1l (Baum E, et al., 2016; Elliott SR, et al., 2014), similar a lo encontrado en el

presente trabajo.

En conclusién y con los resultados de la evaluacion serolégica, se logré determinar que
existe exposicion previa a la infeccién malarica en dos contextos ecoldgicos diferentes de

transmision, uno en zona urbana y otro en zona rural de la Regién Pacifica caucana, con
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un perfil de factores asociados a la seropositividad por P. falciparum. Estos resultados
corresponden a la linea de base en términos de seroprevalencia de la infeccion en la
region. Aun se debe refinar el proceso de seleccion de antigenos como marcadores de
exposicion, pero este andlisis es un comienzo prometedor y da herramientas de
comparabilidad con futuros estudios. Nuevas investigaciones deberan evaluar tasas de
seroconversion y perfil de antigenos que diferencien infeccion reciente de pasada. Es
necesario que las politicas nacionales incluyan los estudios serolégicos como
herramientas rutinarias para evaluar la intensidad de la transmision durante el proceso de

pre-eliminacion de la malaria en el pais.
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5.Discusion final

El presente trabajo se sustenta en tres pilares fundamentales: 1). Determinar la
prevalencia de malaria asintomética en un contexto de transmision urbana (Santa
Monica, Guapi) y otro de transmisién rural (EI Cuerval, Timbiqui) en La Regién Pacifica
del departamento del Cauca; 2). Caracterizar el genotipo parasitario en cuanto a su perfil
de marcadores moleculares de resistencia a los antimalaricos y caracterizar la estructura
de la poblacion de P. falciparum a partir de muestras de pacientes sintomaticos
diagnosticados en puestos de la Red de Diagnéstico microscépico de malaria del
municipio de Guapi, Cauca; 3). Determinar el perfil de exposicion a la infeccion maléarica
a través de estudio seroldégico usando micromatrices (microarrays) de proteinas de P.
falciparum y P. vivax a partir de sueros de individuos habitantes de una zona de
transmisién urbana (Santa Médnica, Guapi) y otro de transmision rural (El Cuerval,

Timbiqui) en La Regién Pacifica del departamento del Cauca.

Los resultados de la investigacién permitieron caracterizar la dindmica de transmision de
la malaria en una regién priorizada en las politicas nacionales y regionales de pre-
eliminacion y eliminacion de la malaria. Actualmente en Colombia, los objetivos de la
Estrategia de Gestidon Integrada (EGI) para la promocidn, prevencion y control de las
Enfermedades Transmitidas por Vectores en Colombia 2012 — 2021 y el Plan Decenal de
Salud Publica en Colombia son los de reducir en 80% de manera progresiva y sostenida
la mortalidad por malaria en todas las entidades territoriales durante el periodo 2012-
2021, reducir progresivamente en 50% la morbilidad por malaria en las &reas endémicas
del pais hasta el afio 2021 y, para el mismo afio, eliminar la transmision periurbana de
malaria en los 16 focos identificados en Colombia, trece de los cuales estan ubicados en
la Region Pacifica colombiana. Una primera fase en las politicas de eliminacion del pais
es identificar focos en departamentos de baja transmision, especificamente en municipios

con malaria periurbana, siendo Guapi, Cauca uno de los municipios seleccionados para
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esta fase (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013; Ministerio de Salud y Proteccion
Social y OPS, 2014).

De acuerdo con las definiciones establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud, el
control de la malaria se entiende como “el descenso de la incidencia, la prevalencia, la
morbilidad o la mortalidad de la enfermedad hasta un nivel localmente aceptable como
consecuencia de actividades intencionadas. Se requieren intervenciones continuas para
mantener el control” (OMS, 2017), es decir, es un estado en el cual las medidas de
intervencion reducen la malaria a niveles en los cuales no es un problema de salud
publica, aunque la transmision continla en ausencia de casos importados (Cohen JM, et
al., 2010). Por su parte, la eliminacion se define como “la interrupcion de la transmisién
local (reduccién de la incidencia de casos autdctonos a cero) de un determinado parasito
palidico en una zona geografica definida, como consecuencia de actividades
intencionadas. Se requieren medidas continuas para prevenir el restablecimiento de la
transmisién” (OMS, 2017), es decir, se requiere de la capacidad y el compromiso de

mantener las medidas de intervencion de manera indefinida (Cohen JM, et al., 2010).

Una de la primeras medidas que sugieren las politicas mundiales de eliminacion es la
reorientacion de los programas con el fin de realizar el proceso de transicién de control a
pre eliminacién (OPS, 2011), pero en Colombia y particularmente en Guapi se necesita

mucho mas que esto.

Desde la perspectiva del Modelo Biomédico en Salud Publica, la triada clasica del
proceso infeccioso que involucra al parasito, el ambiente (con las condiciones ecoldgicas
propicias para el mantenimiento del vector) y el humano (Arredondo A, 1993), permite

describir el contexto particular de la malaria en Guapi asi:
Parasito:

» P. falciparum es la especie causante de mas del 95% de los casos de malaria.

* En el presente estudio se identifico la presencia de una poblacion de parasitos
estructurada, en cuyo interior hay subpoblaciones discretas con alto grado de
semejanza y con flujo genético entre ellas.

» Existe resistencia a los medicamentos antimalaricos identificada previamente en
estudios de eficacia a los antimalaricos, con niveles de prevalencias bajos,

comparadas con otras regiones del pais. En el presente estudio se identrificaron
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mutaciones asociadas a resistencia a los antimalaricos, incluso en aquellos genes
relacionados con una pobre respuesta clinica al tratamiento con derivados de
artemisinina. Se identific6 también un nuevo haplotipo asociado con resistencia a
la cloroquina. Por otra parte, se identific6 ademas la presencia de haplotipos

silvestres en la mayoria de genes evaluados.
Ambiente:

= Las caracteristicas ecoldgicas y los cambios epidemiolégicos de la malaria en El
Cuerval, obligan a la intervencion urgente con medidas encaminadas a prevenir la
aparicion de nuevos brotes de malaria en este lugar.

= Evidente deterioro del medio ambiente a nivel urbano y rural muy relacionado con
la presencia de asentamientos humanos desorganizados y carentes de
planeacién, producto en muchas oportunidades de desplazamiento forzado
relacionado con el conflicto armado del pais.

= Presencia de criaderos activos del vector transmisor de la malaria y de vectores
transmisores de otras enfermedades. Hacen falta realizar estudios entomol6gicos
gue precisen el comportamiento vectorial de los anofelinos y su capacidad de
transmision.

= Coexistencia de otras enfermedades infecciosas, debido a las precarias
condiciones de vida y a la falta de educacion relacionada con la preservacion el
medio ambiente.

= Sistema de salud fragil y precario, ademas de desigualdad en la distribucién y
aplicacion de las medidas encaminadas a prevenir la malaria. Existe falta de
continuidad en las actividades de control de la malaria y ausencia de red de
microscopistas para el diagnéstico de la enfermedad. Es evidente la
desarticulacion entre las actividades del programa ETV y las actividades de
promocion y prevencion a cargo de las EPS y las IPS del municipio.

= Es evidente la falta de presencia del Estado, acompafada de fragilidad
institucional, altos niveles de corrupcion en el &mbito publico y un municipio
declarado en quiebra.

» Ausencia de disposicién adecuada de residuos sélidos.

» Falta de cobertura en servicios publicos basicos.

= Carencia de agua potable y sistema de alcantarillado.
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= Desarrollo de la mineria sin control que sumado a la presencia de asentamientos
humanos desorganizados y carentes de planeacion, generan un mayor deterioro
del medio ambiente a nivel urbano y rural.

* Violencia asociada a problemas de orden publico en zonas veredales e incluso la
zona urbana. Presencia de grupos armados al margen de la ley posterior a la

desmovilizacion de la guerrilla de las FARC.
Humano:

» Infeccién malérica sintomatica en aumento, similar al panorama nacional en los
ultimos dos afios.

= El presente estudio identificé la presencia de infeccion malarica subclinica y
asintomatica microscépica y submicroscépica, es decir, presencia de reservorio
humano de la infeccion que garantiza en buena medida el mantenimiento de la
transmision natural de la enfermedad.

= Como resultado del presente estudio se determind que la exposicién previa a la
infecciébn maléarica esta presente en mas de la mitad de la poblacion y se asocia
con la edad, el tiempo viviendo en la residencia, la ocupaciéon y el antecedente
previo de malaria.

= La automedicacién es una practica identificada en los habitantes de la comunidad
y esto es percibido por los funcionarios locales de salud: “Compraban sus
pastillas, se automedicaban si le daba fiebre con frio, entonces ellos compraban
su medicamento, lo tomaban y cuando iban al médico era negativo”,

= Altos niveles de pobreza y un sistema educativo fragil sin impacto en actividades
relacionadas con el cuidado de la salud.

= Percepciones o creencias de los pobladores relacionadas con la enfermedad que
podrian ser un obstaculo para la eliminacion, pues las personas manifiestan que:
“nosotros nacimos con el paludismo”...”el paludismo se puede disminuir pero no
eliminar”.

* No hay adherencia total a las medidas de prevencién de la malaria, como el uso
de toldillos impregnados con insecticidas de larga duracion, lo cual fue
identificado al indagar por el uso de esta medida en la poblacién de estudio.

» Alta movilidad humana que aumenta el riesgo de diseminacién de parésitos
resistentes a los medicamentos y de aparicion de nuevos focos de malaria en

lugares libres de ella.
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» La comunidad estd cansada de visitas e intervenciones sin resultados practicos y
evidentes.

» Riqueza cultural y de practicas populares que contribuirian a mejorar la
adherencia a las medidas de prevencion y tratamiento. Existe un ambito cultural
rico en la transmisién oral del conocimiento, que debe ser pilar de apoyo en todas
las medidas educativas de los programas de control y eliminacion de la malaria.

» Presencia de organizaciones sociales, religiosas, grupos de jévenes y artesanos,

dispuestos a trabajar en pro de su comunidad.

De igual forma, es posible explicar la tendencia epidemioldgica de la malaria asociada a
momentos historicos relacionados con eventos que pueden incrementar o no la
casuistica. Al igual que ocurrié en el territorio nacional, en el periodo entre 2010 y 2015
se documentd una reduccion paulatina de casos de malaria (Figura 5-1). Un evento que
impactd de forma positiva y que contribuyd con la reduccién de casos de malaria en la
region fue el desarrollo del Proyecto Malaria Colombia, cuyos objetivos fueron: 1).
Incrementar el acceso al diagnéstico oportuno y tratamiento adecuado; 2). Implementar la
proteccion con toldillos impregnados con insecticidas de larga duracién en la poblacién
vulnerable objeto de la intervencion; 3). Implementar y sostener el subsistema de
informacion y gestion inteligente para la toma de decisiones a través del fortalecimiento
del nivel local; 4). Disefiar e implementar planes de comunicacion y movilizacién social
(COMBI) para incrementar factores protectores en malaria (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, Proyecto Malaria Colombia, 2015). Es importante resaltar que una de
las medidas implementadas a nivel mundial y que mas ha impactado en la reduccion de
casos de malaria fue el uso de toldillos impregnados con insecticidas de larga duracién
(Bhatt S, et al., 2015) y que en comunidades como Guapi, con una importante riqueza
cultural, la movilizacion social y el uso de estrategias de comunicacion efectivas
encaminadas a potencializar la transmision oral del conocimiento, se convierte en una
herramienta de gran valor y utilidad para generar cambios en el comportamiento humano

gue limiten la exposicién a la picadura del vector.
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Figura 5-1: Tendencia del comportamiento epidemiolégico de la malaria y su relacion
con eventos sociales, econémicos, climaticos y administrativos del Programa para el
Control de la Malaria. Cauca 2007-2015.
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TILD=Toldillos impregnados con insecticidas de larga duracién. DDSC=Direccién departamental de salud del
Cauca. SSDC=Secretaria de Salud Departamental del Cauca. ACTs= Terapia combinada basada en derivados
de la artemisinina.

En la percepcion de funcionarios de salud departamentales y locales del Cauca, el
Proyecto Malaria Colombia contribuyé en gran medida a la reduccién de casos de
malaria, pero la falta de continuidad en las actividades y en el financiamiento
posiblemente estén en relacién directa con el aumento de casos evidenciado en el afio
2016.

Es importante recordar que durante el afio 2016 en el pais se registré6 un aumento de
49% en el total de casos de malaria, con un aumento de 81% en los casos de malaria
complicada con respecto al afio 2015; en 2016 se registraron 36 casos mortales por esta
enfermedad. De igual forma en el pais, durante el periodo comprendido entre el afio 2014
y el afio 2017 el promedio de casos de infeccion por P. falciparum fue de 31037, con un
rango entre 20067 y 47228, con una tendencia al incremento de casos desde el afio 2014
y un pico méaximo en el afio 2016 (INS, 2014-2017). Durante los cuatro afios de estudio,
los casos de infeccién por P. falciparum en la costa pacifica caucana tuvieron un
promedio de 1157, con un rango entre 313 y 1985, cuyo pico méaximo fue en el afio 2017

y el menor numero de casos ocurrié en el afio 2015. En Guapi, se presentaron en
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promedio 389 casos de infeccién por P. falciparum, con un rango entre 134 y 520 vy al
igual que ocurrié en la costa pacifica caucana el pico de casos se observé en el afio 2017
y el menor nimero de casos en 2015. En EI Cuerval ocurrié un aumento de casi 10 veces
en el numero de casos de infeccion por P. falciparum en el afio 2015 con respecto al afio
2014, con una reduccion paulatina posterior (Datos suministrados por la Secretaria
Departamental de Salud del Cauca). Estos datos se presentan en la Tabla 5-1 al igual
gue los indices anuales de infeccién por P. falciparum (IFA). En el caso de Guapi, estos
indices fueron construidos utilizando los datos del DANE del censo de 2005 con
estimaciones para el afio 2015, para lo cual se consider6 como poblacién de riesgo a la
totalidad de la poblacién rural (12076 habitantes) y 50% de la poblacion urbana (8286).
Como se observa, los indices parasitarios para los casos totales y por P. falciparum,
clasifican a este municipio en una zona de riego medio y alto para la transmision de
malaria en el periodo entre 2014 y 2017, es decir, presenta indices parasitarios entre 1y
10 y mayores a 10 respectivamente. En el caso de El Cuerval, se usé el censo obtenido
por la Secretaria Departamental de Salud del Cauca que contabiliz6 200 habitantes; los
indices obtenidos clasifican a este lugar en riesgo alto para malaria durante el mismo

periodo (2014-2017), por presenta indices parasitarios mayores a 10.

Tabla 5-1: Distribucién de casos de infeccion por P. falciparum e IFA en Colombia, el
Pacifico Caucano, Guapiy El Cuerval. 2014 - 2017.

ARG Casos gn IEA C,a}sos en el IEA Casos gn IEA Casos en IEA
Colombia pacifico caucano Guapi El Cuerval

2014 20067 1,89 596 1,3 413 20,3 6 30

2015 28951 2,7 313 0,7 134 6,6 56 280

2016 47228 4.5 1735 3,6 488 24 19 95

2017 27902 2,7 1985 2,8 520 25,5 2 10

Fuente: Construccion propia (INS, 2014-2017).

En la actualidad en Colombia, la Estrategia de Gestion Integrada (EGI) para la
promocién, prevencion y control de las Enfermedades Transmitidas por Vectores 2012—
2021 y el Plan Nacional de Salud Publica 2012-2021 tienen como objetivos reducir en
80% la mortalidad y en 50% la morbilidad por malaria y eliminar la transmision periurbana
en los focos identificados, la mayoria en la Region Pacifica (Ministerio de Salud y
Proteccion Social, 2013; Ministerio de Salud y Proteccion Social. OPS, 2014).
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La EGI esta conformada por siete componentes: 1) gerencia del programa (planeacién
monitoreo y evaluacion); 2) inteligencia epidemiologica (notificacion semanal de casos y
muertes); 3) gestion del conocimiento (reentrenamiento de los funcionarios); 4)
promocion de la salud (participacidbn comunitaria) 5) prevencion primaria de la
transmision (reduccion de la exposicion al vector, control de criaderos, uso de larvicidas,
rociado residual intradomiciliario y uso de toldillos impregnados con insecticidas de larga
duracion (TILD)); 6) atencién integral de pacientes (diagnéstico, tratamiento y blsquedas
activas); y 7) gestion de y atencién de contingencias (respuesta oportuna a brotes)
(Ministerio de Salud y Proteccion Social y OPS, 2014).

Partiendo de los componentes de la EGI y de acuerdo con la Ley 1438 de 2011, las
nuevas politicas de eliminacion de la malaria en Colombia deben concebir un abordaje
integrado desde la Atencion Primaria en Salud, de tal forma que los pobladores deben
hacer parte fundamental en el disefio de estrategias y la formulacion de los planes
operativos debe contar con la participacion de lideres comunitarios asegurando equidad,
inclusion e intersectorialidad (Ley 1438 de 2011).

Adicionalmente, la Politica de Atencion Integral en Salud tiene como objetivo mejorar las
condiciones de salud de los colombianos asegurando el “acceso a los servicios de salud
de manera oportuna, eficaz y con calidad para la preservacion, el mejoramiento y la
promocién de la salud”, como se establece en la Ley Estatutaria 1751 de 2015. Esta
Politica de Atencidn Integral en Salud requiere un modelo operativo definido a partir de
un grupo de estrategias establecidas; este modelo se conoce con el hombre de Modelo
Integral de Atencién en Salud (MIAS), el cual prioriza el bienestar del individuo, con
intervenciones dirigidas a la promocion de la salud, cuidado, proteccion especifica,
deteccidon temprana, tratamiento, rehabilitacion y paliacion a lo largo del curso de la vida,
con oportunidad, pertinencia, accesibilidad, eficiencia, eficacia y efectividad. Para
desarrollar el MIAS se requiere organizar a la poblacion en grupos de riesgo y las
actividades deben estar en concordancia con las metas propuestas en el Plan Nacional
de Salud Publica 2012-2021. La malaria se encuentra ubicada en el grupo de poblacién
con riesgo de presentar la enfermedad o con manifestaciones de la misma y comparte el
grupo con otras enfermedades transmitidas por vectores. A cada grupo de riesgo se le
definen Rutas Integrales de Atencion en Salud (RIAS), que incluyen cuatro componentes:
1) Gestion de la Salud Publica, 2) Promocion de la salud, 3) Acciones en los entornos y

4) Acciones individuales (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2016). Es decir, la
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Politica de Atencion Integral en Salud va de la mano con lo establecido en la EGI, el Plan
Nacional de Salud Publica 2012-2021, la Atencidon Primaria en Salud, todo en el marco
de la Ley Estatutaria de Salud de 2015.

El municipio de Guapi esta priorizado en las politicas nacionales para la eliminacion de la
malaria, debido a la presencia de transmision urbana y a la alta carga de esta
enfermedad, lo cual se ve reflejado en los indices parasitarios anuales que lo clasifican
en una zona de riesgo medio y alto para malaria, como se explicé anteriormente
(Programa Nacional para PyP ETV, 2017). Como se describié previamente, sus
habitantes enfrentan condiciones de exclusién y pobreza extrema, ademas de registrar
los peores indicadores en salud en cuanto acceso al servicio e indices elevados de
morbilidad y mortalidad por enfermedad general en todos los grupos de edad, siendo
Guapi el segundo municipio mas pobre de la regién. La encuesta de calidad de vida del
DANE del afio 2011 inform6 que 97,55% de sus habitantes estaba con necesidades
basicas insatisfechas (NBI), y de éstos, 29,3% se encontraba en situaciéon de miseria
(DANE, 2012). Timbiqui y Guapi aportaron entre 40% y 95% de los casos de malaria por
afio en el departamento del Cauca en el periodo comprendido entre 2012 y 2016 (SSDC,
2017).

Para algunos autores, el disefio de politicas de eliminaciébn de las enfermedades
infecciosas debe enfrentar los diferentes escenarios culturales de los pobladores que las
padecen y es necesario ajustar los contenidos y procesos de las estrategias durante la

implementacion de los programas (Whittaker MA, et al., 2014).

Al entrevistar a un grupo de mujeres habitantes permanentes de Guapi, funcionarias del
sistema de salud y algunas de ellas exfuncionarias del antiguo Servicio de Erradicaciéon
de la Malaria (SEM), ellas hacen énfasis en que las principales estrategias que
contribuirian a la eliminacién de la malaria en Guapi son: 1) fortalecer las actividades
institucionales propias del programa para el control de las Enfermedades Transmitidas
por Vectores, como la distribucién de toldillos, uso de rociado residual intradomiciliario,
diagnostico adecuado y tratamiento oportuno de la malaria; 2) implementar las
busquedas activas de casos de malaria con énfasis en zonas rurales; 3) asegurar la
contratacion del personal encargado de diagnéstico y tratamiento de malaria tanto en
zona rural como en zona urbana; 4) implementar un sistema de educacion continua del

personal de salud; 5) generar estrategias de empoderamiento de la comunidad a través



186 La vigilancia de la malaria asintomatica y su contribucion al programa de
eliminacion de la malaria en Guapi-Cauca, Colombia

de la educacion y 6) promover el desarrollo de proyectos de caracter interinstitucional.
Evidentemente estos puntos estan estrechamente relacionados con los componentes de
la EGI descritos anteriormente y hacen parte del sentir y la percepcién de los pobladores
de Guapi.

De igual forma, estas mujeres expresan que los principales obsticulos que impedirian un
adecuado proceso de eliminacion de la malaria en Guapi son: 1) dificultades en el acceso
al servicio de salud a nivel rural y urbano; 2) condiciones ambientales relacionadas con
fendmenos naturales (inundaciones por el efecto de las mareas), la mineria y la fragilidad
de la infraestructura del municipio que favorecen la presencia del criaderos del vector; 3)
fallas en el suministro de toldillos y en la contratacién del personal encargado del
diagnostico y tratamiento de la malaria y 4) automedicacion de la poblacion frente a
sintomas relacionados con la malaria y falta de adherencia de los habitantes a las
estrategias de prevencién, como el uso de toldillos impregnados con insecticidas de larga

duracion.

Es importante resaltar que desde la percepcién de los habitantes de Guapi, la malaria ha
ido en aumento en los Ultimos afnos, hecho asociado con actividades econdémicas re-
emergentes en la regién como la mineria, lo cual es expresado por sus pobladores de
manera muy puntual y especifica: “Desde 2013 en San José de Guare (Guapi) hay

retroexcavadora (...para la explotacién minera) y esto ha aumentado el paludismo”.

Histéricamente, la malaria y la actividad minera tienen una estrecha relacién, siendo esta
documentada en diferentes estudios conducidos en Africa, Asia y América (Asante KP, et
al., 2011; Soe HZ, et al., 2017; Sanchez JF, et al., 2017). Dichos estudios explican que el
aumento en la transmision de la malaria esta relacionado con la creacién de nuevos
criaderos artificiales del vector, la introduccion de nuevos genotipos del parasito producto
de la migracién de mineros procedentes de otras regiones y, relacionado con este Gltimo
aspecto, el ingreso de personas susceptibles como producto de la movilidad humana
asociada con las necesidades econdmicas. De igual forma, en muchas de estas regiones
también se ha evidenciado el cambio de habitos del vector, favoreciendo su
comportamiento antropofilico. El efecto de la asociacion entre la mineria del oro y la
malaria se ha podido cuantificar y de acuerdo con calculos realizados en estudios previos
en Brasil, se estimé que por cada 100 kg de oro producidos, el indice parasitario anual

(IPA) aument6 en 0,37/1000 habitantes y las tasas de incidencia anuales aumentaron
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entre 160 y 260 casos/1000 habitantes (Duarte EC & Fontes CJ, 2002). En Colombia, por
cada 100 kg de oro producidos, el IPA se increment6 en 0,54 casos por 1000 habitantes
(Castellanos A, et al., 2016).

Especificamente en Colombia, la mineria es considerada un renglén econémico de gran
importancia en diferentes regiones del pais y muchas de estas regiones presentan altos
porcentajes de necesidades basicas insatisfechas, elevados indices de pobreza y
fragilidad institucional con escasa presencia del Estado (Castellanos A, et al., 2016). La
mineria del oro en Colombia puede ser producto de la explotacién legal e ilegal (PwC,
2012; Guiza L & Aristizabal JD, 2013) y aungue ambos escenarios contribuyen con el
aumento en la exposicién a la malaria, se cree que la explotacion ilegal genera mas
dafios medioambientales con los consecuentes efectos en la transmision malarica
(Castellanos A, et al., 2016).

En Colombia, durante el periodo comprendido entre 2010 y 2013, 89,3% de los casos de
malaria (270753 casos) procedieron de localidades pertenecientes a los departamentos
de Antioquia, Cérdoba, Bolivar, Choco, Narifio, Cauca y Valle y en este mismo periodo
de tiempo 31,6% de los casos procedieron de zonas mineras en estas regiones
(Castellanos A, et al., 2016). Durante el afio 2016, el departamento del Choco, en el cual
se encuentran los mas importantes centros de mineria de oro a cielo abierto en el pais,
presentd un aumento inusitado de casos y muertes por malaria en Colombia,
considerado como uno de los peores momentos para la historia de la malaria en los
Gltimos afios en el pais y en la Regién de las Américas (OMS, OPS, 2017). Un estudio
llevado a cabo por el Observatorio Nacional de Salud del Instituto Nacional de Salud de
Colombia encontr6 que los municipios en el departamento del Chocé con mayor
produccién de oro también presentan en promedio el mayor nimero de casos de malaria
anualmente durante el periodo 2007 a 2014 (Choconta LA & Diaz DP, 2017).

Con el fin de explicar mejor la percepcion de los habitantes de Guapi con respecto a la
asociacion entre la mineria y la malaria en la region, en la Figura 5-2 se presentan las
diferentes formas de intervencion humana al ecosistema (mineria, explotacion maderera,
entre otras) en relacién con las cuencas hidrogréficas y las localidades informadas como
las més frecuentes procedencias de los casos de malaria en la Region de Guapi en el

presente estudio.
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Figura 5-2: Distribucién de las intervenciones al medio ambiente por la mineria u otras
actividades humanas y la ubicacion geografica de las localidades con mayor nimero de
casos de malaria reportados. Region Guapi-Cauca. 2014-2017.

Fuente: Google Engine. Alejandro Feged Rivadeneira (Universidad del Rosario, Bogotd, Colombia).

En puntos verdes se sefiala las zonas con intervenciones en el medio ambiente por la mineria u otras
actividades humanas. En cuadro rojo se sefiala la localidad perteneciente al municipio de Timbiqui. 1 = El
Cuerval. En cuadros blancos se sefialan las localidades pertenecientes al municipio de Guapi. 1 = El
Carmelo. 2 = San José de Guare. 3 = Limones. 4 = Quiroga. En cuadros azules se sefialan las localidades
pertenecientes al departamento de Narifio. 1 = Chico Pérez. 2 = Chanzara. 3 = Bagrero.

Por otra parte, con el fin de explicar la situacion administrativa del programa para el
control de la malaria y que en parte refleja el sentir de los pobladores de Guapi,
principalmente con respecto a los obstaculos para la eliminacion de la malaria, es
necesario conocer los antecedentes. Con la Ley 100 y la Ley 60 de 1993 el Sistema de
Salud colombiano sufri6 un cambio dréstico y los programas centralizados y verticales,
como el de malaria, se desarticularon y casi que desaparecen. En esa época las
funciones del programa de control de la malaria pasaron a ser responsabilidad de los
municipios y los departamentos (Borrero E, et al., 2012). A partir 1997, el diagnéstico y
tratamiento de la malaria se incluyeron en los planes de beneficio como acciones

individuales, de tal forma que las actuales empresas aseguradoras deben garantizar a los
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afiliados estas acciones individuales, incluidas en el Plan Obligatorio de Salud (POS). Las
acciones colectivas, es decir, las actividades de promocion, prevencién, vigilancia y
control de la malaria y otras enfermedades trasmitidas por vectores forman parte del Plan
de Atencién Basica (PAB), el cual esta a cargo de los municipios, quienes lo deben
ofrecer en forma gratuita a toda la poblacion de forma directa o a través de contratos
(Arroyave A, 1999). En el marco del Sistema de Seguridad Social en Salud (SGSSS), las
actividades colectivas estan a cargo del Estado, lo cual se encuentra consignado en la
Ley 715 de 2001 (Ley 715 de 2001), esta reglamentado en la Resolucion 425 de 2008 y
la financiacion esta establecida en la misma Resolucion (Resolucion 425 de 2008). Las
actividades individuales estan a cargo de las aseguradoras (Empresas promotoras de
salud-EPS) y las instituciones prestadoras de servicios de salud (IPS), como se establece
en el Acuerdo 117 de 1998 (Acuerdo 117 de 1998). Es decir, de acuerdo con lo
consignado en la ley y en el marco legal del actual sistema de salud, existe la
disponibilidad del recurso financiero para atender la demanda individual y colectiva, con
el fin de asegurar todas las actividades encaminadas al diagndstico oportuno vy
tratamiento adecuado de los casos por malaria, ademas de las actividades dirigidas al
control vectorial y la prevencion de la transmision vectorial. Sin embargo, en la practica
del escenario de Guapi en particular, se observan graves problemas en el ofrecimiento
del servicio de diagnéstico y tratamiento de la malaria, ademas del abastecimiento
irregular de material, suministros y medicamentos destinados a dicho servicio. Esta
situacion puede deberse a los efectos negativos de la reforma sanitaria, los cuales
incluyen el fraccionamiento de las acciones, la desarticulacion de la gestién y la
busqueda de utilidades econdémicas del modelo de salud, lo cual evidentemente
entorpece el desarrollo de las actividades individuales y colectivas del programa
(Jiménez MM, et al., 2007).

Particularmente en el Departamento del Cauca, con la liquidacién de la Direccion
Departamental de Salud se perdi6 la trayectoria y experiencia de un buen numero de
funcionarios que pertenecian al antiguo SEM y que habian ingresado a la Direccién
Departamental desde el afio 1996, pues en la nueva Secretaria de Salud Departamental,

creada en 2007, solo se tuvieron en cuenta a 2 funcionarios del antiguo SEM.

En Guapi, las actividades de diagndstico y tratamiento de la malaria se desarrollan por la
red de microscopistas que funciona en zona urbana y rural del municipio, la cual es

contratada por la Secretaria Departamental de Salud. Estas actividades también son
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prestadas por las diferentes IPS de la zona urbana y la ESE. Es necesario aclarar que en
el municipio operan las siguientes EPS en el POS contributivo: Coomeva, Saludcoop,
Nueva EPS y SOS (Servicio Occidental de Salud) y Asmetsalud, SaludVida y AIC
(Asociacion Indigena del Cauca) en el POS subsidiado. Estas entidades reciben una
unidad de pago por captacion, dinero que debe ser destinado para financiar las
actividades para la atencion de enfermedades de interés en Salud Publica, como la
malaria y que son de obligatorio cumplimiento de acuerdo con lo consignado en el
Acuerdo 117 de 1998 tanto para el POS contributivo como el subsidiado, como se explico
anteriormente. Guapi es clasificado por el Departamento Nacional de Planeacién como
un municipio con bajos Ingresos Corrientes de Libre Destinaciéon (ICLD), lo cual obliga a

gue las actividades colectivas sean competencia del ente territorial departamental.

La falta de continuidad en la contratacion de la red de microscopistas y el
desabastecimiento de insumos y medicamentos, aspectos que conducen a la falta de
diagnostico oportuno en la regién, fue uno de los graves problemas administrativos
identificados. El desarrollo del presente trabajo se facilit6 gracias a la financiacion del
proyecto titulado “Herramientas, formacion y redes encaminadas a reducir la carga por la
malaria en Colombia”, por parte del Fondo Newton-Caldas del Consejo Britanico, lo cual
aseguro la contratacién temporal de tres microscopistas pertenecientes a la red, entre los
aflos 2015 y 2017, periodo durante el cual la contratacion del personal encargado del
diagnéstico y tratamiento de la malaria en la region fue muy irregular. Dentro de los
lineamientos a nivel nacional y desde 1995 el Instituto Nacional de Salud (INS) incluyé el
programa de malaria dentro de la Red Nacional de Laboratorios, el cual tiene como
actividades la capacitacion y evaluacion del desempefio de los microscopistas
encargados del diagndstico y tratamiento de la malaria en las zonas urbanas y rurales de
los municipios en los cuales esta enfermedad es endémica (Ospina OL, et al., 2012) y
dichas actividades se desarrollan con la participacion de los laboratorios departamentales
de salud publica. Particularmente para Guapi, estas actividades requieren de un
fortalecimiento que garantice la supervision, capacitacion, evaluacion externa directa e
indirecta y calificacion del desempefio de los microscopistas por parte del laboratorio
departamental de salud publica del Cauca, con asesoria del INS (Ospina OL, et al.,
2012). Como Guapi no es un municipio autbnomo debido a su fragilidad econémica
relacionada con la declaracion de quiebra bajo la ley 550 de 1990 (Ley de insolvencia

economica) (Ley 550), esta dentro de los 60 municipios peor calificados dentro de la
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clasificacion del Departamento Nacional de Planeacion, de acuerdo con su capacidad
burocrética y la eficacia y eficiencia en la produccion de resultados referidos a sus planes
de desarrollo y tiene altos indices de corrupcion administrativa (Unidad Nacional para la
Gestidon del Riesgo de Desastres, 2015), este municipio requiere del apoyo técnico de
manera permanente de las entidades a nivel nacional y departamental en relacién con el
desarrollo de las actividades propias de la red de microscopistas. Este grave vacio
administrativo hace que actividades como la busqueda activa de portadores
asintomaticos, desarrollada en el presente trabajo, y el diagnéstico rutinario basico de
malaria se vean gravemente comprometidos con la consecuente dificultad en la
implementacion de las estrategias de pre-eliminacién y eliminacion. Si se logra
estructurar una red de diagnostico robusta, se podria en el futuro pensar en la
implementacion de pruebas de diagndstico molecular que mejorarian de forma ostensible
la sensibilidad del diagndstico. Ademas, es importante recordar que como parte de los
cambios necesarios para reorientar los programas del control hacia la eliminacion, se
debe contar con un “sistema de gestion de calidad del diagndstico completamente
funcional” y “fortalecer la red de microscopia para garantizar el acceso oportuno al

diagnostico parasitolégico del 100% de los casos” (OPS, 2011).

Como se expone, existe suficiente recurso financiero y un robusto marco legal para
asegurar el adecuado diagnéstico y tratamiento de la malaria en Guapi, pero se debe
mantener la contratacién permanente de la red de microscopistas y asegurar la adecuada
atencion del servicio en el hospital, la cual también es deficiente. Es importante
determinar cuales son las fallas en el municipio y el departamento para el adecuado

cumplimiento de la ley y la reglamentacion establecidas.

Un hallazgo importante del presente trabajo fue el diagndstico de portadores subclinicos
y asintomaticos microscépicos y sub-microscopicos de la malaria tanto a nivel urbano
como a nivel rural. El concepto de malaria asintomética fue nuevo, tanto para la
poblacion general como para los funcionarios del programa. En la percepcion de una
microscopista encargada del diagnéstico en Guapi, incidir en este factor facilitaria el
proceso de eliminacion: “Si se identifica la malaria asintomatica, tal vez por ahi se
acabaria el paludismo”. Lo anterior refuerza la necesidad de combinar la educacion y
apropiacion de conceptos relacionados con la malaria, teniendo en cuenta el ambito
socio-cultural, con aquellas actividades probadas en la reduccion de casos como el

control vectorial, el uso de toldillos impregnados con insecticidas de larga duracion y el
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diagnostico y tratamiento oportuno con derivados de la artemisinina (Phillips MA, et al.,
2017). Es necesario articular todas las estrategias de control y eliminacion con la gran
riqueza cultural y de saberes populares de la region, con el objetivo de mejorar la
adherencia de la poblacién a estas medidas. Guapi es uno de los municipios del Pacifico
Colombiano que cuenta con mayor numero de organizaciones no gubernamentales,
grupos de mujeres y jovenes y grupos religiosos que aportan al mejoramiento de las
condiciones de vida y de salud de los pobladores (Unidad Nacional para la Gestién del
Riesgo de Desastres, 2015), situacion que las instituciones gubernamentales podrian
aprovechar para generar redes de apoyo hacia la eliminacién de la malaria.

Es indiscutible que la principal recomendacion que se desprende del presente estudio es
realzar el monitoreo continuo del diagndstico de la malaria asintomatica, con el fin de
tratar a aquellos individuos que se comportan como reservorios de la infeccién y que
perpetdan la transmision de la malaria. Sin embargo, y como se ha mencionado
anteriormente, también es indiscutible la necesidad de asegurar las condiciones basicas
de diagnéstico y tratamiento de la enfermedad, a través de la consolidacion de una red
de microscopistas estable y que asegure la vigilancia de la malaria asintomatica y por
supuesto, la malaria sintomética y que realice la notificacion, por lo menos semanal, de
estos eventos. La red de microscopistas en esta region requiere de un funcionamiento
dinamico, con una central operativa de trabajo ubicada en el puesto de diagnéstico de la
zona urbana de Guapi, acompafiado de puestos secundarios en zonas criticas como El
Cuerval, Limones, Carmelo, Quiroga y Chanzara, o en aquellas zonas en la cuales se
evidencien situaciones de riesgo tales como nuevos centros de explotacién minera. El
término dindmico se refiere a que el funcionamiento de cada puesto dependera de la
vigilancia semanal del evento malaria, lo cual permitira fortalecer estrategias de control,
gue incluye entre otras actividades, la blusquedas activas de casos en poblaciéon
susceptible recientemente establecida en la zona, control de nuevos o reconocidos
criaderos del vector producto de la actividad minera o de asentamientos humanos no
planificados y fortalecer las estrategias dirigidas a conseguir cambios en el
comportamiento de los habitantes enfocados a usar adecuadamente los toldillos
impregnados con insecticidas de larga duracion, principalmente en zonas mineras.
Dichas actividades no pueden ser producto solo de un cronograma fijo mes a mes, sino
gue se requiere de la evaluacion periédica y de ajustes que van a depender de la

identificacion de factores riesgo, el aumento o disminucibn de casos y del
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acompafiamiento permanente de la comunidad en trabajo comunitario dirigido a disminuir

la exposicion a la picadura del vector.

Previo al uso de derivados de la artemisinina, la situacion de resistencia de P. falciparum
a los antimalaricos en la Region Pacifica se caracterizé por niveles de fracaso superiores
al 40% a la cloroquina como monoterapia, siendo los mas altos del pais, y a la
sulfadoxina-pirimetamina, también como monoterapia, entre 3 y 20%. La combinacion
sulfadoxina pirimetamina mas amodiaquina tiene reportes de falla entre 0 y 2%; es decir,
antes de la implementacion de la terapia combinada con derivados de la artemisinina se
tenian buenos niveles de respuesta terapéutica a la terapia combinada con otros
medicamentos, pero las politicas nacionales y mundiales obligaron su suspension (Blair
S, et al., 2006; Méndez F, et al., 2002). Como se analizé en el presente estudio, aunque
4 de 24 posiciones en los genes evaluados exhibieron el haplotipo silvestre y en 15 de 24
las frecuencias del haplotipo silvestre fueron superiores al 50%, se identific6 una nueva
mutacion asociada con resistencia a la cloroquina (CVIDT en el genpfcrt), ademas de la
mutacion asociada con el retraso en la eliminacion de la masa parasitaria con derivados
de artemisinina (genotipo VDDNII del grupo de genes PBG-mutacién en el gen pfmdr2-) e
incluso una mutacion relacionada con antimalaricos que no hacen parte de los esquemas
nacionales para el tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum como la
piperaquina y el proguanil (S108T en el gen pfdhfr). Estos hallazgos indican que se
requiere el monitoreo permanente del perfil de marcadores moleculares de resistencia a
los antimalaricos y de ser posible, el seguimiento clinico y parasitolégico al dia tres del
tratamiento con derivados de la artemisinina. Los posibles factores que estarian
asociados con estos hallazgos tienen que ver con la movilidad humana y la presion de
selecciobn de medicamentos para el tratamiento de la malaria u otras patologias
infecciosas, como el caso de los antifolatos. Es necesario mejorar la calidad y el acceso
al servicio de salud, pues la automedicacion, factor asociado con la aparicién de
resistencia a los antimaléricos, se evidencia en la poblacion como lo expresa una
microscopista de la red: “Ir al hospital es perder el tiempo, alli no le hacen examenes y si

no tiene fiebre, no lo atienden entonces se automedican”.

Como se presenté en el aparte del presente documento “Caracteristicas genotipicas y la
estructura de poblacion de los parasitos causantes de malaria sintomatica en Guapi-
Cauca, Colombia”, el area de influencia de los puestos de diagnéstico de la red de

microscopistas, particularmente Guapi en el casco urbano presenta zonas que abarcan
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localidades rurales de Guapi, Timbiqui y el departamento de Narifio. Las localidades con
mayores frecuencias de procedencia de casos fueron Carmelo, San José de Guaré,
Quiroga, Limones y ElI Carmen en zona rural de Guapi; El Cuerval y Playa Chacon en
zona rural de Timbiqui; Bagrero, Chanzara y Chico Pérez en zona rural de Narifio. Estos
eventos confirman la alta movilidad de la poblacion en el sector y la necesidad de
caracterizar adecuadamente los focos y delimitar las areas maléricas como parte de los
cambios requeridos en los programas de control para reorientar las acciones hacia la
eliminacion de la malaria (OPS, 2011), ademéas del establecimiento de puestos de

diagnostico y tratamiento dindmicos como se explico anteriormente.

El hallazgo de coeficientes de diferenciacion genética de P. falciparum entre 0,39 y 0,84,
con al menos 3 subpoblaciones con diferentes ancestros genéticos puros o mezclados
entre si, se traduce en baja diversidad genética regional de las poblaciones del parésito y
también indica que no existe una Unica poblacién de parésitos, lo cual implica que se
presenta intercambio genético entre las subpoblaciones. Es importante resaltar que los
cambios en la estructura de poblacién del parasito estan en estrecha relacion con los
desplazamientos humanos, la movilidad del mosquito o las intervenciones para el control
de la malaria, por lo tanto, su monitoreo es clave en el marco de los programas de pre-

eliminacion y eliminacién de esta enfermedad.

La respuesta serolégica como medida indirecta de la intensidad de transmisién de la
malaria y el andlisis multivariable, permitieron identificar exposicién previa a la infeccién
por P. falciparum en mas de 50% de la poblacion evaluada, asociada con las variables de
edad, tiempo viviendo en la residencia, ocupacion y antecedente previo de malaria. La
asociacion identificada entre la seropositividad a P. falciparum con el tiempo viviendo en
la residencia mayor a 10 afios y el antecedente de haber sufrido de malaria, indican que
existe una poblacion previamente expuesta, que ha desarrollado respuesta inmune frente
a la infeccién y que su desarrollo depende de la edad. Ademas, es posible concluir que la
exposicion a la malaria tiene que ver con las edades econémicamente productivas y esta
en estrecha relacion con las actividades laborales que incrementan la exposicion al
vector, como la mineria, la pesca y la agricultura; tales resultados refuerzan la necesidad
del uso de medidas preventivas como el uso de toldillos impregnados con insecticidas de
larga duracion. La adherencia a esta medida es bastante dificil en la regién, como lo
expresa una microscopista encargada del diagndstico en Guapi: “La gente trabaja en la

montafia, no se previene de usar toldillo y de alla viene con paludismo; los mineros traen
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de la mina el paludismo”; “...hay personas que saben qué el toldillo sirve para eso y no
les gusta dormir con toldillo y no lo utilizan”. Se debe trabajar intensamente en la
aceptacion cultural de las estrategias encaminadas a la eliminacién de la malaria. Por
otra parte, se debe determinar el comportamiento vectorial, pues es posible que la
transmisién se realice en el extra y peridomicilio, lo cual obligaria a proponer otro tipo de
estrategia que disminuya el contacto vector-humano, como el uso de repelentes

personales (Escobar JE, 2012).

Es necesario enfatizar en la necesidad de mejorar el conocimiento relacionado con
biomarcadores de exposicion a las diferentes especies de Plasmodium que permitan
caracterizar portadores de infeccion asintomatica y que contribuyan a la serovigilancia en
escenarios orientados al control y la eliminacion de la malaria. Los resultados del
presente estudio ofrecen datos iniciales en la busqueda de estos biomarcadores de

exposicion a la infeccion por P. falciparum y P. vivax en Colombia.

Con el panorama biol6gico, social y administrativo presentado, es importante seguir
invirtiendo recurso humano y técnico en la obtencion de resultados para analisis
académicos que apoyen y den solucién a una realidad que salta a la vista. Guapi carece
de intervencién del Estado en muchos aspectos y las Universidades Publicas,
representantes del Estado Colombiano, como la Universidad Nacional estan en la
obligacion de poner sus servicios a disposicion de las necesidades de la poblacion; por
ejemplo, ofrecer educacién continuada al personal médico del Hospital a través de algun
tipo de convenio interinstitucional y de igual forma, las facultades de ingenieria tienen el
campo para participar en el disefio o mejora de la red de acueducto y alcantarillado y la
construccion de un lugar para la disposicion de residuos soélidos. Claramente en el
proceso habrd obstaculos administrativos por resolver, pero la Universidad cuenta con
las herramientas para orientar muchos procesos que resuelvan de forma practica la
problematica de este lugar. La finalidad no es ir contra la financiaciéon de investigaciones
bésicas o en salud publica, ni se trata de restar la responsabilidad a las instituciones
gubernamentales en la mejora de la infraestructura del municipio y asumir las funciones
gue les corresponden por ley, ni tampoco escudarse en los altos indices de corrupcién de
muchos lugares en la Region Pacifica colombiana, pero tampoco se puede dar la espalda
a la precaria condicion de vida de los guapirefios, identificada en muchos momentos del

presente trabajo.
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5.1 Propuesta para el abordaje del problema: Unidad de
Control de la Regidon Guapi

Los casos de malaria de la region de Guapi, Timbiqui y Narifio fueron informados en 26
localidades y de estos, 64,7% de los 207 casos proceden de 9 localidades rurales en la
region; 4 en Guapi (EI Carmelo, San José de Guare, Limones y Quiroga), 2 en Timbiqui
(El Cuerval y Playa Chacoén) y 3 en Narifio (Chico Pérez, Chanzara y Bagrero). La
distancia promedio de estas 9 localidades al casco urbano de Guapi es de 14,3 Km. Los
desplazamientos se realizan en general por via fluvial y maritima y solo uno de ellos, la
via Chanzara a Guapi, se puede hacer por via terrestre en medio de trochas. Los casos
reportados de procedencia urbana del municipio de Guapi correspondieron a 14,5%
(30/207). La distribucién de los casos y las distancias a la zona urbana de Guapi se
presentan en la Tabla 5-2 y su ubicacion geogréfica se sefala en la Figura 5-3. En un
eventual proceso de eliminacién de la malaria en la regién, la unidad de control-
eliminacion debe incluir el casco urbano del municipio de Guapi y estas 9 localidades
rurales, dada el area de influencia identificada para el puesto de diagndstico ubicado en
zona urbana de este municipio. En la Tabla 5-2 también se describe la distribucion de
casos de malaria por afio, evidenciando un importante aumento de casos entre 2016 y
2017, lo cual esta en relaciéon con el pico epidémico reportado en la zona durante ese

periodo.

En esta zona geografica existen otros tres puestos de diagnéstico de malaria adicionales
al de la zona urbana de Guapi (ElI Carmelo, Chanzara y El Cuerval) y pertenecientes a la
Red de Microscopistas del Cauca, los cuales funcionan de manera muy irregular debido a
las dificultades en la contratacion del personal, lo que obliga a los habitantes a
desplazarse a la zona urbana de Guapi para recibir el diagnéstico y tratamiento en caso
de presentar malaria, ya sea en el puesto de diagndéstico de la zona urbana del municipio
cuando hay microscopista contratado o en el Hospital (ESE de Guapi). Por esto se
necesita fortalecer los puestos de la Red de Microscopistas en la regién con el fin de

asegurar el acceso oportuno al diagnéstico y tratamiento de la malaria.
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Tabla 5-2: Distribucion de los 207 casos positivos para malaria por localidad y afio y la
distancia con respecto a la zona urbana de Guapi. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017.

, . Distancia a zona Ano
Localidad Numero de Porcentaje urbana de Guapi
casos (n=207) (Km) 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | ND
Guapi
Zona urbana® 30 14,5 NA 1 9 0 17 3
El Carmelo 51 24,6 15,8 0 0 1 49 1
San José de Guare 20 9,7 15,6 0 0 0 19 1
Limones 9 43 10,6 0 0 0 9 0
Quiroga 7 34 8,9 0 0 0 7 0
Origen desconocido 9,7 NA 3 12 0 0 5
Guapi 20
Otros con origen 10 5 NA 0 0 1 5 4
conocido
Total Guapi 147 71,2 NA 4 21 2 106 14
Timbiqui
El Cuerval 18 8,7 22 0 4 12 2 0
Playa Chacon 13 6,3 33,3 0 3 7 2 1
Otros con origen 2 1 NA 0 1 1 0 0
conocido
Total Timbiqui 33 16 NA 0 8 20 4 1
Narifo
Chico Pérez 6 2,9 10,8 0 2 0 1 3
Chanzara 5 2,4 59 0 1 0 2 2
Bagrero 5 2,4 6,1 1 3 0 0 1
Otros con origen NA 0 1 1 5 2
conocido 9 43
Total Narifio 25 12 NA 1 7 1 8 8
Venezuela
Zona mineraf 2 1 1640 0 2 0 0 0
Total Venezuela 2 1 NA 0 2 0 0 0

o = Estos casos corresponden a reportes procedentes de zona urbana del municipio de Guapi. El resto de
localidades tanto de Guapi como de Timbiqui y Narifio corresponden a reportes procedentes de zona rural
de la region.

B = Se realizd el calculo de la distancia entre Guapi y el Estado Bolivar, Venezuela, como posible origen de
los casos de este pais.

NA = No aplica.
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Figura 5-3: Mapa con la ubicacién geografica de las localidades con mayor nimero de
casos de malaria reportados. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017.

En cuadros rojos se sefialan las localidades rurales en Timbiqui. 1 = El Cuerval. 2 = Playa Chacdn.

En cuadros verdes se sefialan las localidades rurales en Guapi. 1 = El Carmelo. 2 = San José de Guare. 3 =
Limones. 4 = Quiroga.

En cuadros azules se sefialan las localidades rurales en Narifio. 1 = Chico Pérez. 2 = Chanzard. 3 = Bagrero.

Por otra parte, el analisis de clonalidad del dendrograma construido a partir del
alineamiento de los 71 loci (posiciones) en 121 muestras, incluyendo las muestras
procedentes de Venezuela, permitio identificar tres poblaciones principales (A, By C), al
interior de las cuales también se identificaron subpoblaciones, 3 en A, 4en By 4 en C.
En las localidades rurales de Timbiqui estuvieron mas representadas las subpoblaciones
de B, mientras que en las localidades rurales de Narifio fueron mas frecuentes las
subpoblaciones de A. Por otra parte, tanto en la zona urbana como rural de Guapi, se
evidencié una distribucién heterogénea de las subpoblaciones de A, B y C. Se podria
inferir que el movimiento humano en la region se da desde las localidades de Timbiqui y
Narifio (ubicados aproximadamente a 15 Km del casco urbano de Guapi) hacia Guapi,
haciendo que Guapi se convierta en un receptor de las principales poblaciones del
parasito. Los movimientos migratorios humanos desde lugares a mayor distancia que
estos 15 Km establecidos, posiblemente sean los responsables del ingreso de nuevos
genotipos del pardsito en la region. Los datos correspondientes a la distribucién de las
subpoblaciones de parasitos por localidad de origen de los casos de malaria se

presentan en la Tabla 5-3.
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Tabla 5-3. Distribucién de las subpoblaciones de parasitos por localidad de origen de los

casos de malaria. Regién Guapi-Cauca. 2014-2017.

A12 | A11|A3|B121|B12|B11|B000 | C1|C2|C21|C000 | TOTAL
Carmelo 7141]10] 0 0| 5 0O | 7(1] 1 0 25
SanJosédeGuare| 5 | 3 [0 ] O 010 0 |110]0 0 9
Limones 1 0 (0] O 0| 1 0O |00 1 0 3
Quiroga 0[O0 |0] O 0|1 0 [1(0]0 0 2
Urbana 117 |0 6 0| 1 0O | 1107 1 0 17
Otros Guapi 0| 11]0] 2 0] 2 0 [0]0] 2 0 7
Desconocido 0| 11]0] 9 0] 0 0 [2]4] 2 1 19
TOTAL 14|16 | 0| 17 | 0 (10| O (12|5 | 7 1 82
Cuerval 0(2|0]10 0] 0 0 |[0[1]0 0 13
Playa Chacén 0| 0]0] 2 210 1 1]0(1]0 0 6
Otros Timbiqui 0O [0]0] 1 00 0 |00 O 0 1
TOTAL 0| 20|13 |20 1 10|20 0 20
Chico Pérez 0| 51]0] 0 010 0O |0|0| O 0 5
Chanzara 0(2 0] 0 00 0 |01 1 0 4
Bagrero 0|1 21]0] 0 010 0 [0]0] 2 0 4
Otros Narifio 0| 21]0] 0 0] 0 0 [1]0] 1 0 4
TOTAL 0 |11]0] O 0| 0 0 |11 4 0 17
Venezuela 0|01]2] 0 010 0 |010|O 0 2
TOTAL 00 2|0 00 0 (0[O0 O 0 2

Subpoblaciones de A: A12, Al1, A3
Subpoblaciones de B: B121, B12, B11, BO0O

Subpoblaciones de C: C1, C2, C21, CO00

Con estos datos, la definicion operativa de la Unidad de Control de la Region Guapi,

corresponde a las localidades alrededor del puesto de diagnéstico de Guapi, que aportan

el 90% de los casos de malaria y que estan ubicadas en un radio de 15 Km alrededor del

casco urbano del municipio. Se debe contar ademas con aproximadamente 10% de

casos de origen urbano.

Las medidas de control deben estar dirigidas tanto a la zona urbana como a la zona rural

y deben incluir:

» Diagnoéstico y tratamiento oportuno de la malaria.

* Notificacibn semanal del evento malaria que permita realizar una vigilancia

estrecha, de tal forma que se puedan realizar busquedas activas e intervenciones

dirigidas (distribucion de toldillos impregnados con insecticidas de larga duracion,
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identificacion y eliminacion de criaderos del vector, actividades comunitarias para
mejorar adherencia a las intervenciones, entre otras) en aquellas localidades en
las cuales se documente un aumento inesperado mayor a 5% en la prevalencia
de la enfermedad durante cada semana epidemiologica.

= Estudios de eficacia para el uso de derivados de artemisinina como tratamiento
de la malaria no complicada por P. falciparum y el seguimiento clinico y
prasitologico en los dias 1, 2y 3.

»= Realizar un abordaje especial en los asentamientos mineros en la region, con el
fin de asegurar diagndstico oportuno a los casos febriles y blsquedas activas
periddicas para realizar el diagnéstico de portadores asintomaticos de la

infeccion.

Para el desarrollo de estas actividades e intervenciones se debe asegurar la contratacion
permanente y estable de los funcionarios pertenecientes a la Red de Microscopistas y
hacer uso de de las instalaciones de salud como el Puesto de Limones perteneciente a la
ESE de Guapi, optimizando el recurso a través de un trabajo articulado entre todas las
instituciones, incluyendo la Secretaria de Salud Departamental del Cauca y la Secretaria

Municipal de Salud.
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6.Conclusiones y
recomendaciones

6.1 Conclusiones

Durante el periodo de estudio (2015-2017) y en diferentes momentos de medicion, se
identificd una prevalencia de 1% (13/1368) de infeccion asintomatica microscépica y de
0,6% (8/1368) de infeccion asintoméatica submicroscopica por P. falciparum. El hallazgo
de infeccion asintomética microscépica y submicroscépica por P. falciparum permite
confirmar la presencia de reservorio humano de la infeccion tanto en zona rural como

urbana de la Regién Pacifica en el departamento de Cauca, Colombia.

La prueba de PCR directa anidada usando el kit Phusion Blood Direct PCR de Thermo
Fisher Scientific fue mas sensible al momento de diagnosticar la infeccién asintomatica
por malaria, en comparacién con la prueba de microscopia de luz convencional o gota
gruesa. Ademas, esta prueba ofrece niveles de sensibilidad iguales a los reportados por

la PCR en tiempo real para el diagnéstico de malaria.

Los casos de infeccion asintomatica por malaria presentan una distribucion geografica
limitada y definida, siendo mas evidentes en el sector de la “L” en la zona urbana en el
Barrio Santa Ménica de Guapi, Cauca, comparado con la distribucién de los casos de

malaria asintomatica en las dos playas de la zona rural de El Cuerval, Timbiqui, Cauca.

Se reportd por primera vez en el pais el genotipo CVIDT en el gen pfcrt, el cual esta
asociado con resistencia de P. falciparum a la cloroquina, ademas de genotipos del grupo
de genes PBG como el VDDNII con mutacion en el gen pfmdr2, que podrian estar
asociados con limitada respuesta terapéutica de P. falciparum a los derivados de la

artemisinina.
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Se identificé una poblacion estructurada de P. falciparum con al menos 3 subpoblaciones
con diferentes ancestros genéticos puros o mezclados entre si, cuyos coeficientes de
diferenciacion genética (Fst) fueron de 0,84; 0,77 y 0,39, lo cual coincide con las

caracteristicas poblacionales de este parasito en zonas de baja transmision.

Se detectaron diferentes niveles de serorreactividad a la infeccion por P. falciparum
(56%, 562/1003) y P. vivax (6,2%, 62/1003), lo cual demuestra exposicioén previa de la
poblacién en zona urbana (barrio Santa Monica, Guapi, Cauca) y zona rural (El Cuerval,

Timbiqui, Cauca) a la infeccién malarica.

Los epitopes antigénicos PfMSP2 (MSP2 [15-38 B], MSP2 [5-60B], MSP2 [15-34B],
MSP2 [5-36A]) y PfMSP1 bloque 2 (MSP1 bk2 Hybrid E [hibrido sintético] y MSP1 bk2
MAD20 Rep [region repetida de MAD20]) fueron considerados como marcadores

adecuados de la respuesta seroldgica a P. falciparum en la poblacién estudiada.

El modelo multivariable que mejor predijo el desarrollo de seropositividad para P.
falciparum incluyé las variables edad, tiempo viviendo en la residencia, ocupacion,

antecedente previo de malaria y presencia de parasitemia asexual en la gota gruesa.

6.2 Recomendaciones

Las medidas de intervencion realizadas por la Secretaria Departamental de Salud del
Cauca en el municipio de Guapi deben continuar priorizando las zonas de riesgo como el
sector de la "L” en el barrio Santa Monica. Las estrategias deben incluir la vigilancia
activa de la infeccién asintomatica por malaria en diferentes momentos epidemioldgicos
de transmision, la cual deberia ser incluida como actividad rutinaria en programa de

Prevencion y Control de las enfermedades transmitidas por vectores-ETV.

La vigilancia activa de la infeccion asintomatica deberia hacerse usando pruebas de
diagnostico molecular. Para lograrlo, es urgente y necesario asegurar una Red de
Microscopistas en la region que garantice el acceso oportuno de la poblacién al

diagnostico y tratamiento de la malaria.
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Es recomendable la implementacién del uso de la PCR directa para el diagnéstico de
malaria en los laboratorios departamentales de salud publica, técnica que ofrece ventajas
como tiempo corto en el desarrollo de la prueba, no requiere extraccion del ADN
parasitario y la posibilidad de recolectar las muestras en papel de filtro, que son faciles de

obtener, almacenar y transportar.

Es necesario aclarar que se requieren condiciones de infraestructura y equipos basicos
para el desarrollo de estas pruebas, pero la implementacion de las mismas garantiza
adecuados niveles de sensibilidad y mejora la deteccibn de casos positivos,
principalmente en presencia de parasitemias bajas. El uso de estas pruebas debe hacer
parte del sistema de vigilancia epidemiolégica para la deteccién periddica de casos de
malaria asintoméatica en zonas de alta transmision de malaria en el pais como parte de la

estrategia de pre-eliminacion.

De igual forma, se debe estudiar con detalle cada caso de malaria asintoméatica con el fin
de definir si se trata de un caso “autéctono” o no, y de esta forma, poder orientar de
forma mas especifica las medidas de intervencion. Se deben acompafiar estos
resultados con estudios entomolégicos que permitan caracterizar el tipo de vector y su

comportamiento.

Es necesario realizar evaluacién clinica y microscopica en los dias dos y tres post-
tratamiento con derivados de la artemisinina para el manejo de la malaria no complicada

por P. falciparum, con el fin de identificar de forma precoz la falla terapéutica.

Debido a las deficientes condiciones de saneamiento basico identificadas en el lugar, es
necesario disefar estrategias integrales de salud que mejoren el precario saneamiento
basico del municipio de Guapi, Cauca y que estén encaminadas al control y eliminacion
de enfermedades infecto-contagiosas y trasmitidas por vectores en la region. Estos
objetivos implicam la mejora de las condiciones de infraestructura del municipio y del

acceso a los servicios de salud.

Se recomienda que para descartar las reacciones cruzadas con el uso de PvDBP como
marcador de la respuesta seroldgica a P. vivax, se haga una prueba de absorcion de los
sueros, mediante la adhesion a la placa de un pool de antigenos provenientes del lisado

de P. falciparum.
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En el marco de las politicas de eliminacion de la malaria en el municipio de Guapi, seria
necesario implementar la medida de intensidad de transmisién que se constituiria en un
indicador de mayor precisioén que los indices de prevalencia e incidencia obtenidos en las
pruebas rutinarias y que costaria menos que la obtencién de la tasa de inoculacion
entomoldgica. Una buena opcién para determinar la intensidad de transmisién seria el
uso de marcadores seroldgicos como los biomarcadores de exposicion usados en esta

investigacion para identificar la infeccion por P. falciparum.



A. Anexo: Consentimientos Informados,
Aprobacion del Comité de Etica y Formato
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Documento de Consentimiento Informado

Proyecto: Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por
malaria en Colombia. Busqueda activa.

Investigadores Responsables:

Vladimir Corredor, Norman Giovanni Apraez, docentes del departamento de Salud
Publica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia

Angélica Knudson Ospina, docente del departamento de Microbiologia, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Colombia

Ricardo Sanchez, Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia

Apreciada sefor/a:

Queremos invitarlo a usted a participar voluntariamente en el estudio titulado
“Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por malaria en
Colombia”, para lo cual solicitamos su autorizacién.

Este documento, que le entregaremos para que lo conserve, contiene la informacion
necesaria para que usted pueda decidir libremente si desea participar en el estudio. A
continuacion lo leeremos a usted y le solicitamos el favor de que escuche
cuidadosamente y haga todas las preguntas que estime convenientes antes de
informarnos su decision.

-¢Qué es la malaria o paludismo?

La malaria o paludismo es una enfermedad producida por un parasito
llamadoPlasmodium, transmitido por la picadura de un mosquito (zancudo) llamado
Anopheles que se cria en las aguas quietas y limpias de los rios o cafios. La malaria
solamente la sufren los humanos. Después de unos 10 6 15 dias de la picadura de un
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mosquito infectado aparecen los primeros sintomas de la malaria, que generalmente son
fiebre, escalofrio y sudoracién, aunque también puede dar vomito, diarrea y dolor en el
cuerpo. Algunas personas a pesar de estar infectadas y con el parasito dentro de su
cuerpo no presentan sintomas y a esto se le conoce con el nombre de malaria
asintomética. Es posible que los parésitos que causan la infeccion en las personas que
tiene sintomas sean diferentes a los parésitos que causan la infeccion en las personas
gue NO tiene sintomas.

La malaria se trata en Colombia con medicamentos antimalaricos como la cloroquina
(Aralen®), la primaquina (Neo-Quipenyl®) y el artemeter mas la lumefantrina (Coartem®).
El medicamento seleccionado depende del tipo de parasito que causa la infeccién; en
Colombia estos parasitos son: Plasmodium vivx, Plasmodium falciparumy Plasmodium
malariae. En ocasiones aunque se tomen estos medicamentos en dosis completas no
curan la enfermedad. Una explicacion para esto es que el parasito se ha hecho resistente
al medicamento. Se conoce que hay algunas estructuras del parasito que cambian
cuando éste se hace resistente al medicamento.

-¢,Qué deseamos hacer?

Los profesores de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y los
uncionarios de la Secretaria de Salud del Cauca, estamos interesados en conocer
quiénes y cuéntas personas sufren de malaria asintomética y ademas conocer
laestructura de los parasitos que estan causando esta infeccion. El estudio se llevara a
cabo en un lugar en donde hay malaria en el municipio de Guapi en el departamento del
Cauca y por ello estamos realizando el trabajo titulado: “Herramientas, formacion y redes
encaminadas a disminuir la carga por malaria en Colombia”.

-¢,Coémo haremos el estudio y cOmo seria su participacion en él?
Para poder realizar el estudio deseamos hacer lo siguiente:

1. Posterior a la realizacién del censo de los habitantes del lugar, nuevamente
visitaremos las casas con el fin de seleccionar a los individuos que cumpla con los
requisitos necesarios: ser mayores de 2 afios de edad y no tener ni haber
presentado sintomatologia febril ni escalofrios, sudoracion, cefaleas, nduseas y
malestar general en la Ultima semana. A estas personas se les realizara una
encuesta, se les practicara un examen fisico y finalmente, si son asintomaticos,
se les tomard una muestra de sangre.

2. La muestra de sangre se tomara mediante puncion venosa en el antebrazo y
tendra un volumen aproximado de 4 ml. Una parte de la muestra se utilizara para
realizar la gota gruesa (el examen que sirve para saber si usted o su hijo tiene o
no malaria), la otra parte serd llevada al Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia en Bogot4 y sera
utilizada para confirmar si hay malaria o no, para estudiar la estructura del
parasito a través de una técnica de biologia molecular conocida como PCR, el
cual es un examen especial y para detectar los anticuerpos contra este parasito.
El examen de la gota gruesa se realizara el mismo dia y los resultados de los
otros exdmenes tardaran algunas semanas.
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3. En caso de ser positivo el examen de gota gruesa, se realizara seguimiento diario
con el fin de evaluar la apariciébn de sintomas y en los dias 7 y 14 se tomara
nuevamente muestra de gota gruesa por puncion digital si el paciente persiste
asintomatico. Este periodo podria corresponder al periodo de incubacién de la
infeccién. En caso de aparecer sintomas de la malaria en cualquier dia de la
evaluacion, usted recibira el tratamiento correspondiente o hasta el dia 14 si
persiste asintomatico hasta este momento.

4, Los resultados de los examenes seran absolutamente confidenciales, usted
tendra acceso a ellos y no seran divulgados sin una autorizacion escrita de su
parte.

5. Es necesario aclarar que las muestras de sangre tomadas no seran utilizadas
para ningun tipo de analisis de ADN humano.

-Riesgos de su participacion en el estudio.

La toma de muestras de sangre no representa ningln riesgo ni para su integridad fisica
ni para la de su hijo siendo el Unico efecto colateral probable un leve dolor en el sitio de la
puncion.

-Beneficios de su participacién en el estudio.

Todas las pruebas de laboratorio que se le realicen a usted 6 a su hijo, el medicamento
para el tratamiento de la malaria que se la administre en caso de necesitarlo, asi como la
atencion médica prestada seran gratis. Ni usted ni su familia tendran que pagar por ellos.

-Derechos de los participantes

Su participacion 6 la de su hijo son completamente libres, voluntarias y gratuitas. Si usted
decide rechazar esta invitacién a participar 0 retirarse voluntariamente del estudio en
cualquier momento, ello no afectara la atencion que usted 6 su nifio reciba en las
entidades de salud, ni perdera ninguno de los beneficios que le corresponden por Ley.
Toda la informacién acerca de usted y su nifio sera guardada en forma confidencial y
anénima. Solo el personal a cargo del estudio y el Comité de Etica que lo supervisara

podré tener acceso a sus datos personales, 6 a los de su hijo.

Las muestras tomadas no seran utilizadas para ningdn otro estudio sin su
consentimiento.

-Personas que pueden darle informacién adicional

Si usted ahora 6 en cualquier otro momento desea hacer una consulta sobre el estudio
puede contactar a las siguientes personas:

» Angélica Knudson Ospina. Teléfono: 3165000, Extensiones 15016 y 15172.
Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia. Bogota, D.C.
raknudsono@unal.edu.co
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» Vladimir Corredor. Teléfono: 3165000, Extensiones 15032 y 15033. Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Colombia. Bogota, D.C.
vcorredore@unal.edu.co

-Proteccién de sus derechos y seguridad

Para garantizar la proteccion de los derechos y seguridad suyos y de su hijo, este estudio
fue revisado y aprobado por el Comité de Etica, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia. Si usted desea hacer alguna consulta acerca de los
derechos de su hijo(a) como participante en el estudio, sirvase contactar a la Secretaria
del Comité de Etica, 3165000, Extensién 15167.

Declaracion de Consentimiento Informado

Proyecto: Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por
malaria en Colombia. Busqueda activa.

Si usted autoriza su participacién y, en caso necesario, la de su hijo en este
estudio, por favor complete los siguientes datos y conserve una copia de este
documento.

Yo,

Nombre completo de la persona que entrega el consentimiento
(madre 6 persona responsable del nifio(a))

Declaro que se me han leido y explicado detalladamente, y que he comprendido los
objetivos, los procedimientos y demas aspectos relacionados con este estudio y que tuve
la posibilidad de hacer preguntas para aclarar mis dudas.

Acepto voluntariamente mi participacion en el estudio y, en caso necesario, acepto
voluntariamente que mi hijo participe en el estudio. En constancia, firmo a continuacion:

Firma de la persona que entrega el consentimiento

Cédula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo  ( )

Nombre completo del profesional que obtuvo el consentimiento

Firma del profesional que obtuvo el consentimiento

Cédula de Ciudadania No.
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Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo )
Testigo 1 Testigo 2
Nombre: Nombre:

Firma: Firma:

6.3. BENEFICIOS ADICIONALES

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien
directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decision con respecto al
almacenamiento de la muestra y su utilizacién en estudios de investigacion posteriores:

(1 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el
estudio.

71 Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla
junto con el resultado del estudio, en las situaciones sefaladas a continuacion:

o En estudios complementarios de diagnéstico para mi o algiin miembro Si  INo
de mi familia :
o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto

de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en OSI ONo
anonimato mis datos de identificacion :
o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) “Si (N

objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo [ISi INo
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve
en anonimato mis datos de identificacion:

Firma de la persona que entrega el consentimiento
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Cédula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo )
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Asentimiento del nifio

Proyecto: Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por
malaria en Colombia. Busqueda activa.

La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y la Secretaria de
Salud del Caucaestan interesadas en saber cuantas personas tienen malaria, pero no
sienten ningun sintoma, es decir, cuantas personas tienen malaria asintomatica en
Guapi, Cauca, ademas de saber cudl es la estructura del parasito que causa esta
infeccién. Para ello, estamos haciendo el estudio titulado: “Herramientas, formacién y
redes encaminadas a disminuir la carga por malaria en Colombia”. Para realizar este
estudio, un grupo de trabajadores de la salud visitaran las viviendas de un lugar en
Guapi, les realizara unas preguntas a las personas que vivan en algunas casas de ese
lugar y que no tengan sintomas de la malaria, ademas de practicarles un examen fisico y
tomarles una muestra de sangre de la vena del antebrazo.

Esta muestra de sangre so6lo se le tomard a usted si desea participar en el estudio y
servirh para saber si tienen el parasito causante de la malaria en su sangre. Si los
resultados son positivos, lo visitaremos a diario para evaluar la aparicion de sintomas y
en el dia 7 y 14 para tomarle una muestra de sangre de la yema del dedo, para saber si
tiene o no el parasito de la malaria en su sangre. En caso de ser positivo para la infeccion
por el parasito que causa malaria en Colombia, usted recibird el tratamiento
correspondiente en el momento en el que aparezcan sintomas de la enfermedad o hasta
el dia 14 si sigue asintomatico.

¢Tiene alguna pregunta sobre este estudio relacionado con la malaria asintomatica
en Guapi, Cauca?

Si esta de acuerdo en participar en este estudio, puede informarnos verbalmente o puede
escribir su nombre en el espacio abajo.

Nombre del paciente

Firma del nifio Edad Fecha

Firma del testigo Fecha

Firma del testigo (consentimiento verbal) Fecha
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Documento de Consentimiento Informado

Proyecto: Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por
malaria en Colombia. Busqueda pasiva.

Investigadores Responsables:

Vladimir Corredor, Norman Giovanni Apraez, docentes del departamento de Salud
Publica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia

Angélica Knudson Ospina, docente del departamento de Microbiologia, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Colombia

Ricardo Sanchez, Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia

Apreciada sefor/a:

Queremos invitarlo a usted a participar voluntariamente en el estudio titulado
“Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por malaria en
Colombia”, para lo cual solicitamos su autorizacién.

Este documento, que le entregaremos para que lo conserve, contiene la informacion
necesaria para que usted pueda decidir libremente si desea participar en el estudio. A
continuacion lo leeremos a wusted y le solicitamos el favor de que escuche
cuidadosamente y haga todas las preguntas que estime convenientes antes de
informarnos su decision.

-¢Qué es la malaria o paludismo?

La malaria o paludismo es una enfermedad producida por un parasito
llamadoPlasmodium, transmitido por la picadura de un mosquito (zancudo) llamado
Anopheles que se cria en las aguas quietas y limpias de los rios o cafios. La malaria
solamente la sufren los humanos. Después de unos 10 6 15 dias de la picadura de un
mosquito infectado aparecen los primeros sintomas de la malaria, que generalmente son
fiebre, escalofrio y sudoracion, aunque también puede dar vémito, diarrea y dolor en el
cuerpo. Algunas personas a pesar de estar infectadas y con el parasito dentro de su
cuerpo no presentan sintomas y a esto se le conoce con el nombre de malaria
asintomatica. Es posible que los parasitos que causan la infeccion en las personas que
tiene sintomas sean diferentes a los parasitos que causan la infecciéon en las personas
gue NO tiene sintomas.

La malaria se trata en Colombia con medicamentos antimalaricos como la cloroquina
(Aralen®), la primaquina (Neo-Quipenyl®) y el artemeter mas la lumefantrina (Coartem®).
El medicamento seleccionado depende del tipo de parasito que causa la infeccién; en
Colombia estos parasitos son: Plasmodium vivx, Plasmodium falciparumy Plasmodium
malariae. En ocasiones aungque se tomen estos medicamentos en dosis completas no



Anexo A. Consentimientos Informados, Aprobacion del Comité de Etica y 217
Formato para recoleccion de datos

curan la enfermedad. Una explicacion para esto es que el parasito se ha hecho resistente
al medicamento. Se conoce que hay algunas estructuras del parasito que cambian
cuando éste se hace resistente al medicamento.

-¢,Qué deseamos hacer?

Los profesores de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y los
uncionarios de la Secretaria de Salud del Cauca, estamos interesados en conocer
laestructura de los parasitos que estdn causando la malaria en las personas que
presentan sintomas. El estudio se llevara a cabo en el municipio de Guapi en el
departamento del Cauca y por ello estamos realizando el trabajo titulado: “Herramientas,
formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por malaria en Colombia”.

-¢,Como haremos el estudio y como seria su participacion en él?
Para poder realizar el estudio deseamos hacer lo siguiente:

1. Se les tomara una muestra de sangre a las personas mayores de 2 afios de edad
gue sean positivas en la gota gruesa para el diagnostico de la malaria. Estas
personas ademas, no deben haber recibido tratamiento para la malaria o
antibioticos dos semanas antes de la muestra, no deben presentar sintomatologia
0 signos de malaria complicada, ni ser mujeres embarazadas.

2. La muestra de sangre se tomara mediante puncion venosa en el antebrazo y
tendra un volumen aproximado de 7 ml y serd llevada al Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia
en Bogota y serd utilizada para estudiar la estructura del parasito a través de una
técnica de biologia molecular conocida como PCR, el cual es un examen
especial. Los resultados del examen tardaran algunas semanas.

3. Los resultados de los examenes seran absolutamente confidenciales, usted
tendra acceso a ellos y no seran divulgados sin una autorizacién escrita de su
parte.

-Riesgos de su participacion en el estudio.

La toma de muestras de sangre no representa ningin riesgo ni para su integridad fisica
ni para la de su hijo siendo el tnico efecto colateral probable un leve dolor en el sitio de la
puncion.

-Beneficios de su participacién en el estudio.

Todas las pruebas de laboratorio que se le realicen a usted 6 a su hijo seran gratis. Ni
usted ni su familia tendran que pagar por ellos.

-Derechos de los participantes

Su participacion 6 la de su hijo son completamente libres, voluntarias y gratuitas. Si usted
decide rechazar esta invitacion a participar 6 retirarse voluntariamente del estudio en
cualquier momento, ello no afectara la atencion que usted 6 su nifio reciba en las

entidades de salud, ni perderd ninguno de los beneficios que le corresponden por Ley.
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Toda la informacién acerca de usted y su nifio sera guardada en forma confidencial y
anénima. Solo el personal a cargo del estudio y el Comité de Etica que lo supervisara
podra tener acceso a sus datos personales, 6 a los de su hijo.

Las muestras tomadas no serdn utilizadas para ningdn otro estudio sin su
consentimiento.

-Personas que pueden darle informacion adicional

Si usted ahora 6 en cualquier otro momento desea hacer una consulta sobre el estudio
puede contactar a las siguientes personas:

= Angélica Knudson Ospina. Teléfono: 3165000, Extensiones 15016 y 15172.
Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia. Bogota, D.C.
raknudsono@unal.edu.co

= Vladimir Corredor. Teléfono: 3165000, Extensiones 15032 y 15033. Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Colombia. Bogota, D.C.
vcorredore@unal.edu.co

-Proteccién de sus derechos y seguridad

Para garantizar la proteccion de los derechos y seguridad suyos y de su hijo, este estudio
fue revisado y aprobado por el Comité de Etica, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia. Si usted desea hacer alguna consulta acerca de los
derechos de su hijo(a) como participante en el estudio, sirvase contactar a la Secretaria
del Comité de Etica, 3165000, Extensién 15167.
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Declaracion de Consentimiento Informado

Proyecto: Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por
malaria en Colombia. Busqueda pasiva.

Si usted autoriza su participacién y, en caso necesario, la de su hijo en este
estudio, por favor complete los siguientes datos y conserve una copia de este
documento.

Yo,

Nombre completo de la persona que entrega el consentimiento
(madre 6 persona responsable del nifio(a))

Declaro que se me han leido y explicado detalladamente, y que he comprendido los
objetivos, los procedimientos y demas aspectos relacionados con este estudio y que tuve
la posibilidad de hacer preguntas para aclarar mis dudas.

Acepto voluntariamente mi participacion en el estudio y, en caso necesario, acepto
voluntariamente que mi hijo participe en el estudio. En constancia, firmo a continuacion:

Firma de la persona que entrega el consentimiento

Cédula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo  ( )

Nombre completo del profesional que obtuvo el consentimiento

Firma del profesional que obtuvo el consentimiento

Cédula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ) Afio  ( )
Testigo 1 Testigo 2
Nombre: Nombre:

Firma: Firma:
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BENEFICIOS ADICIONALES

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien
directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decisibn con respecto al
almacenamiento de la muestra y su utilizacion en estudios de investigacion posteriores:

11 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el
estudio.

71 Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla
junto con el resultado del estudio, en las situaciones sefialadas a continuacion:

o En estudios complementarios de diagndstico para mi o algin miembro [(1Si [ INo
de mi familia :
o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto

de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en LSt LNo
anonimato mis datos de identificacion :
o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es) ‘Si (No

objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacién colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo [Si [INo
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve
en anonimato mis datos de identificacion:

Firma de la persona que entrega el consentimiento

Cédula de Ciudadania No.

Fecha: Dia ( ) Mes ) Afio  ( )




Anexo A. Consentimientos Informados, Aprobacion del Comité de Etica y 221
Formato para recoleccion de datos

Asentimiento del nifio

Proyecto: Herramientas, formacion y redes encaminadas a disminuir la carga por
malaria en Colombia. Busqueda pasiva.

La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y la Secretaria de
Salud del Caucaestan interesadas en saber cual es la estructura del parésito que causa
la malaria. Para ello, estamos haciendo el estudio titulado: “Herramientas, formacion y
redes encaminadas a disminuir la carga por malaria en Colombia”. Para realizar este
estudio, un grupo de trabajadores de la salud tomaran una muestra de sangre de la vena
del antebrazo a las personas que sean positivas para malaria en la gota gruesa.

Esta muestra de sangre so6lo se le tomard a usted si desea participar en el estudio y
servirh para saber cdmo es la estructura del parasito causante de la malaria en su
sangre.

¢ Tiene alguna pregunta sobre este estudio relacionado con la malaria asintoméatica
en Guapi, Cauca?

Si esta de acuerdo en participar en este estudio, puede informarnos verbalmente o puede
escribir su nombre en el espacio abajo.

Nombre del paciente

Firma del nifio Edad Fecha

Firma del testigo Fecha

Firma del testigo (consentimiento verbal) Fecha
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FORMATO PARA RECOLECCION DE DATOS

Cdédigo (Numero del paciente): Numero de la casa: Fecha

(dd/mm/aa):

2.

3.
4.

I INFORMACION GENERAL

Nombres: Apellidos:
Si es menor de edad, escriba el nombre de los padres:

Edad (afios cumplidos): Fecha de nacimiento: Dia Mes
Ao

Género: Masculino: 1 Femenino: 2

Etnia: Negra____ 1 Blanca____ 2 Indigena____ 3
Mestiza

(Preguntar como se considera)

5.

Desde hace cuanto vive en esta casa? (Dias, meses o afios) (en el lugar en el cual se
realizé el censo):
Teléfono
Afiliacion al sistema de seguridad social:
Contributivo 1 Coomeva Saludcoop
NuevaEPS
SOS (Servicio Occidental de Salud)
Subsidiado____ 2 Caprecom Asmetsalud
SaludVida
AIC (Asociacion Indigena del Cauca)
Vinculado 3 Otros 4 No tiene
carnet 5
Ocupacion:
Estudiante_ 1 Ama de casa 2 Pescador 3
Agricultor 4 Minero 5 Empeleado 6
Profesor 7 Desempleaddo 8 NS/NR___ 9

Otra ocupacion, cual

PRESELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

Edad: Mayor de 2 afios.

¢Ha tenido escalofrios, fiebre y sudoracién todos los dias desde |
hace una semana?

El paciente acepta participar en el estudio. Firma del
consentimiento informado o asentimiento en caso de menores de
edad (pacientes entre 8 y 17 afos de edad)

CRITERIOS DE EXCLUSION

':r?:i?::graigfs éjr(]elahﬂe}ﬁren; Ssg:;igr?a de malaria o estar recibiendo %//%

Mujer embarazada

.
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Formato para recoleccion de datos

Cualquier respuesta en alguna de las areas sombreadas excluye al paciente de
participar en el estudio. Si esto ocurre el paciente NO es elegible. Por consiguiente
agradezca al paciente la colaboracion, suspenda la entrevista y envie al paciente al
puesto de malaria para que le entreguen el tratamiento adecuado para su caso.

I. DATOS CLINICOS DE INGRESO:

Antecedentes de importancia:

8. Alguna vez le ha dado malaria en la vida:

Si_ 1 (Mes Afio )No 2 NS/NR___ 3

9. Cuantas veces le ha dado malaria en la vida:

10. Cual fue la especie infectante en el Ultimo episodio:
P.vivax: 1 P. falciparum: 2 Mixta: 3
NS/NR 4

Tratamiento recibido:

11. Alguna vez lo han hospitalizado por malaria en la vida:

Si 1 (Mes Afo ) No 2 NS/NR 3
12. Transfusiones en los ultimos 6 meses:
Si 1 (Mes Afio ) No 2 NS/NR 3

13. Ha recibido preparaciones con plantas para el tratamiento de la malaria alguna vez en
su vida:

Si_ 1 (Mes Afio ) No 2 NS/NR__ 3
Cuales:
14. Ha recibido medicamentos antimalariacos en las Ultimas cuatro semanas:

Si_ 1 No 2 NS/NR__ 3

Si su respuesta es afirmativa, cual de los siguientes medicamentos antimalariacos
recibio:

cloroquina (Aralen®) 1 primaquina (Neo-
Quipenyl®) 2

artemeter mas la lumefantrina (Coartem®) 3 amodiaquina (Camoquin®) 4
mefloquina (Mephaquin®) 5 halofantrina (Halfan®) 6

guinina 7 sulfadoxina/pirimetamina

(Fansidar®) 8

En la actualidad utiliza toldillo cuando duerme?Si 1 Cuantas noches
a la semana? No 2 NS/NR 3

Examen fisico:

Sintoma Dia 0 Dia 7 Dia 14

Fecha (dia/mes/afio)

Sensacion de fiebre o fiebre cuantificada

Cefalea (dolor de cabeza)

Escalofrios
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Sudoracion

Dolor osteomuscular o articular

Dolor abdominal

Nauseas (deseos de vomitar)

Voémito

Diarrea

Brote en piel

Disfagia, odinofagia (dolor faringeo-dolor de
garganta)

Disnea (dificultad respiratoria)

Tos humeda

Tos seca

Astenia, adinamia (debilidad)

Anorexia (falta de apetito)

Otro:

Otro:

Otro:

l=presente. 2=ausente.

Signo

Dia 0

Dia 7

Dia 14

Fecha (dia/mes/afio)

Pulso (/minuto)

Frecuencia respiratoria (/minuto)

Tension arterial (Sistélica/Diastolica)

Temperatura axilar (°C)

Peso (Kg)
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Paciente decaido (astenia, adimania)

Palidez conjuntival

Palidez palmar

Mucosas secas (deshidratacion)

Ictericia (tinte amarillo en ojos o piel)

Petequias (puntos de sangre en piel)

Equimosis (morados en la piel)

Agregados pulmonares (respiracion ruidosa)

Dolor abdominal a la palpacién

Higado (cm drc der.)

Bazo (cm drc izq.)

Déficit neurolégico (alteraciones para caminar,
orientacion, pérdida de la conciencia, etc...)

en

la

Otro

Otro

l=presente.

Resultados de laboratorio

2=ausente.

Prueba

Dia 0

Dia 7

Dia 14

Fecha (dia/mes/afo)

Gota gruesa. Especie y Recuento
(Asexual y sexual para P. falciparum)

PCR
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OBSERVACIONES

Fecha

Comentario
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B. Anexo: Protocolo del Kit-QIAGEN,
QlAamp® DNA Micro Kit para extraccion de
ADN - Esquema general de la estructura de
los genes asociados a la resistencia a los
antimalaricos

B.1. Protocolo del Kit-QIAGEN, QlAamp® DNA Micro Kit para

extraccion de ADN

Este protocolo fue disefiado para extraer ADN de volumenes entre 0,3 y 2 ml de sangre.
Tipo de muestra: sangre filtrada por columnas de celulosa.

Se preparé previamente el bafio de maria a 70 °C.

Se prepararon los buffers AW1 y AW2 de acuerdo con las instrucciones del inserto.

Se incub6 a 56 °C el buffer AL cuando se observé la presencia de precipitado.

Todos los pasos de centrifugacion fueron realizados a temperatura ambiente. Todos los

volumenes de reactivos se describen para 0,3-1ml o 1-2ml.
Procedimiento:

1. Se colocaron 100ul/200ul de la proteasa de Qiagen en un tubo de centrifuga de
15ml y se adicionaron de 0,3 - 1 ml de muestra o entre 1 - 2ml de sangre filtrada
por columnas de celulosa. Se adicionaron 1,2 ml o 2,4ml de Buffer AL y se mezclé
por inversion del tubo 15 veces seguido de un vortex fuerte al menos por 1
minuto.

2. Se incubd en bafio maria a 70 °C durante 10 min.
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Se adicionaron 1ml /2ml de etanol 96-100% y se mezcl6 por inversion del tubo 10
veces.

Cuidadosamente se transfirié la mezcla anterior a las columnas de QIAmp Midi y
esta se introdujo en un tubo de centrifuga de 15ml provisto por el Kit. La mezcla
fue centrifugada a 3000rpm durante tres minutos. Este paso fue repetido en
muestras de 1-2ml ya que el volumen de la solucion era el doble del volumen que
tenia la columna.

Cuidadosamente se adicion6 a la columna 2ml de Buffer AW1 y se centrifugé a
4500 x g (5000rpm) durante 1 minuto. El liquido filtrado fue descartado.

Se adicion6 a la columna 2ml de Buffer AW2 y se centrifugd 4500 x g (5000rpm)
durante 15 minutos.

La columna fue puesta en un tubo limpio para recoleccion de 15ml y se
adicionaron de 200ul a 300ul de buffer AE y se centrifugd a 4500 x g (5000rpm)

durante 2 minutos.
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de ADN - Esquema general de la estructura de los genes asociados a la
resistencia a los antimalaricos

B.2. Esquema general de la estructura de los genes asociados a la

resistencia a los antimalaricos

PF3D7_0709000 chloroguine resistance transporter

PF307_07_w3
403k 40dk. 405k 406k

Name: CRT
Annotated Transcripts {( UTRs in gray when available)
Type: protein coding PF307_0703060.1(CRT)

Chromosome: 07
Location: Pi3D7_07_v3:403,222. 406 317(+) "Woet spldence for introns teqoec o
— —_— —_— — = e —_— —

Hovel
Species: Plasmodium falciparum
Strain: 307 RNASeq evidence for introns {inclusive}
. Hatches Transcript Annotation

Status: Curated Reference Strain woel T — — = P ——— —

Chromosome position:

403222-406317 Transcript # exons Transcript length Protein length

PF3DT_0708000.1 13 1278 424

& PlasmoDB

PF3D7_0810800 hydroxymethyldihydropterin pyrophosphokinase-dihydropteroate synthase

PFI0T_0B_ W3
SBK S0k 550K,

Name: PPPK-DHPS

Type: protein coding
Chromosome: 0% Annotated ergE.T.fgsrlio.é;g‘l(mg::iH{ﬁn’gr.u when available)
T

Location: Pf3D7_058_v3:548,200..550,616(+)
RNASeq evidence for introns {(filtered)
X X Hatches Transcript Annotation
Species: Plasmodium falciparum A —
Strain: 307 RNASeq evidence for introns {inclusive)
Status: Curated Refsrence Strain :‘m';s Trapscript, Annotation —
love.

Chromosome position :
548200-550616 Transcript # exons Transcript length Protein length

FF3D7_08108001 | 3 211 TO6

¥ PlasmoDB
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PF3D7_0417200 bifunctional dihydrofolate reductase-thymidylate synthase

Name: DHFR-TS

Type: protein coding

Chromosome: 04

Location: Pf3D7_04_ w3748 083 749 914(+)

Species: Plasmodium falciparum
Strain: 307
Status: Curated Reference Strain

Chromosome position :
748088-749914

PF3D7_0523000

Name: MDOR1

Type: protein coding

Chromosome: 05

Location: Pf3D7_05_»3:957 800, 962 144(+)

Species: Plasmodium falciparum

Strain: 307
Status: Curated Reference Strain

Chromosome position :

PF307_04_w3
T4Bk 740K

750k

Annotated Transcripts { UTRs in gray when available)
PF307_0417200.1(0HFR-TS?

RNASeq evidence for introns {filtered}

RENASeq evidence for intronz (inclusive)

Transcript # exons Transcript length Protein length
FF30D7_0417200.1 | 1 1837 608
y PlasmoDB
_—]
multidrug resistance protein 1
PF307._05_v3
= 959K, 960k, 961k 962k,
Annotated Transcripts ( UTRe in gray vhen available)
PF3D7_0523000. 1 (MORL)
ENASeq evidence for intronz {(filtered)
RNASeq evidence for introns {inclusive)
Novel
Transcript # exons Transcript length Protein length
PF30D7_0523000.1 | 1 4260 1419

957890-962149

& PlasmoDB
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resistencia a los antimalaricos

PF3D7_1362500 exonuclease, putative

Name: EXO

Type: protein coding

Chromosome: 13

Location: Pf3D7_13_v3:2,503,185..2,505,458(+)

Species: Plasmodium falciparum
Strain: 2D7
Status: Curated Reference Strain

Chromosome position :
2503185-2505458

PF307_13_v3

503k 2504k

Annotated Transcripts ( UTRs in gray when available)

PF307_1362500.1(EX0)

2505k

ENASeq evidence for introns {filtered)
natches Transcript Annotation

Hovel

RNASeq evidence for introns (inclusive)
Hatches Transcript Annotation

PF3D7_1460900 apicoplast ribosomal protein $10, putative

Name: ARPS10

Type: protein coding

Chromosome: 14

Location: PfAD7_14_v3:2 430 4402 481,916(+)

Species: Plasmodium falciparum
Strain: 307
Status: Curated Reference Strain

Chromosome position :
2480440-2481916

—
Hovel
- [
Transcript # exons Transcript length Protein length
PF3ID7_13625001 2 2142 713
@
S Fidsmo
)
PFI07_14_3
2451k 2982k
Annotated Transcripts ( UTRs in gray uhen available)
PF307_1460300 2CARPS10)
PF307_1460900 . 1CARPS103

RNASeq evidence for introns (filtered)

Hatches Transcript Annotation

e (IR I ]

Novel
RNASeq evidence for introns {inclusive}

Hatches Transcript Annotation

[FHipaRL) e [ v, I E T T e

Novel

Transcript # exons Transcript length Pratein length
FF3D7_14608001 | 5 an7 268
PF3D7_14609002 | 5 823 274

@& PlasmoDB
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PF3D7_0623200 ferredoxin--NADP reductase

PRI0T. 063
Name: FNR S Sl

Type: protein coding
. Annotated Transcripts { UTRs in gray when available)
Chromosome: 06 PFaD7_0623200 . 1CFNR)

Location: Pf3D7_06_v3:946,129. 947 244(+)

RNASeq evidence for introns (filtered)
No
Species: Plasmodium falciparum

Strain: 307
Status: Curated Reference Strain

RNASeq evidence for introns (inclusive)

Chromosome position :
946129-947244

Transcript #exons Transcript length Protein length

PF3ID7_06232001 | 1 1116 e

PF3D7_1447900 multidrug resistance protein 2

. PFIOT_14_u3
Mame: MDR2 1995 1956k 1997k

Type: protein coding
. Annotated Transcripts ( UTRs in gray uhen available)
Chromosome: 14 PF307_1447900 .1 (MOR2 )

Location: Pf307_14_v3:1,854,601..1,957 675(-)

ENASeq evidence for introns (filtered)

SpeCieS: Plasmodium falolparum RNASeq evidence for introns {inclusive)
Strain: 307 Novel
Status: Curated Reference Strain

. Transcript # exons Transcript length Protein length
Chromosome position:

complement (1954601-1957675) PFIDT_1447800.1 | 1 3075 1024

@ PlasmoDB




C. Anexo: MIDI-prep. Plasmid DNA
purification (NucleoBond® Xtra Midi /
Maxi)

©Co N

11.

12.

13.

Recuperacion del medio de cultivo. Centrifugar el volumen de los frascos de
cultivo entre 4500 y 6000 gravedades, a 4 °C durante 15 minutos. Eliminar el
sobrenadante y conservar el sedimento.

Lisis celular. Reconstituir el sedimento en 8 ml de Buffer de Resuspension y
después de 5 minutos pasar este volumen a tubos de 50 ml. Agregar 8 ml de
Buffer de Lisis y mantener a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Equilibracién de las columnas y filtracion. Agregar por las paredes de cada
columna 12 ml de Buffer de Equilibracion.

Neutralizacion. Agregar 8 ml del Buffer de Neutralizacién a la solucién del punto 2
y mezclar cuidadosamente por inversion hasta obtener un color blanco.
Centrifugar a 4000 gravedades, a 4 °C durante 5 minutos.

Aclaramiento y carga del lisado. Agregar la mayor cantidad de sobrenadante
posible del punto anterior en el centro de las columnas previamente equilibradas y
dejar filtrar.

Lavado. Agregar 5 ml de Buffer de Equilibracién por las paredes de la columna.
Remocién del filtro. Eliminar el filtro de la columna.

Lavado. Agregar 8 ml de Buffer de lavado.

Elucion. Agregar 5 ml del Buffer de Elucién. Asegurar que este volumen sea
recogido en un tubo colocado en la parte inferior de la columna.

. Precipitacion. Al volumen obtenido agregar 3.5 ml de Isoporpanolol (no lo

suministra el kit), agitar en vortex por unos segundos Yy centrifugar a 4000
gravedades, a 4 °C durante 30 minutos.

Lavado y secado. Eliminar con muchisimo cuidado el sobrenadante. El sedimento
es una capa casi transparente adherida al tubo. Agregar al sedimento 2.5 ml de
Etanol al 70% (no lo suministra el kit) y centrifugar a 4000 gravedades, a 4 °C
durante 5 minutos.

Reconstitucion. Eliminar con muchisimo cuidado el sobrenadante. El sedimento
en este momento es muy escaso, es una capa casi transparente adherida al tubo.
Dejar el tubo destapado e inclinado unos minutos, teniendo cuidado de no dejar
secar el sedimento. Agregar 500 ul de agua libre de nucleasas y almacenar a -20
°C.

Las caracteristicas de los plasmidos de Plasmodium falciparum usados en las
transfecciones se pueden encontrar en https://www.addgene.org/Gavin_Wright/ y
las de Plasmodium vivax en https://www.addgene.org/Julian_Rayner/.
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Esquemas correspondientes a los plasmidos de Plasmodium vivax usados en las

transfecciones

il
;gi

https://www.addgene.org/Julian_Rayner/



D. Anexo: Purificacion de antigenos de P.
falciparum y P. vivax con imidazol

Reactivos:

Buffer de Union (Imidazol 40mM):

Solucion madre de Imidazol 2 M 10 ml

Cloruro de sodio 0.5 M 10 ml

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 10X 50 ml

Agua desionizada Completar para un volumen final de
500 ml

Buffer de Elucion (Imidazol 400mM):

Solucion madre de Imidazol 2 M 100 ml

Cloruro de sodio 0.5 M 10 ml

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 10X 50 ml

Agua desionizada Completar para un volumen final de 500 mi

Procedimiento:

1. Posterior a la transfeccion y 6 dias después de incubacion, se centrifugé el
contenido de cada frasco con el cultivo celular a 2500 revoluciones por minuto, a
4 °C durante 5 minutos. Este paso tuvo como objetivo eliminar las células.

2. Con el fin de eliminar los residuos, se pas6 el sobrenadante a frascos para
filtracion al vacio (Corning® bottle-top vacuum filter system. CLS431098 SIGMA).
Filtrar a 2200 mmHg y -30 Kpa.
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Al volumen final posterior a filtrar se le agreg6 300 ul de la resina o esferas de
niquel (HisPur Ni-NTA Resin. Thermo Scientific™. Catalog number: 88221). Se
dejaron inclinados y en rotacion durante 3 horas.

Se filtr6 por columnas de polipropileno (Qiagen Ref. 34964) con el fin de retener
las esferas de niquel). Antes de iniciar el filtrado, se agregaron por las paredes de
la columna 10 ml de Buffer de Union.

Se agreg6 lentamente la solucién con la resina a través de las columnas
mezclando suavemente antes de agregar. Al finalizar, se agregaron 10 ml de
Buffer de Union, se enjuagé el frasco y se pasé este volumen final por la columna
y se esperd a que filtrara totalmente. Se aspiré con una jeringa el residuo final de

volumen y poner el tapén a la columna.

Se agreg6 entre 200 y 400 ul de Buffer de Elucién. Se incub6 a temperatura ambiente

durante 30 minutos. Se succioné con una jeringa pequefia el volumen final, para

almacenar a 4 °C.



E. Anexo: Electroforesis de proteinas

Reactivos:

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 12-well- Invitrogen™.
See Blue Plus 2. Pre — Stained Protein Standard. LC5925.

Buffer de carga. NuPAGE NP 0007. LDS sample buffer 4X.

Buffer de corrida. NoOVEX NP 0001. MOPS SDS. Running buffer 20X.
SDS PAGE - Stain.

Procedimiento:

1. Hacer una solucion con 5 pl de la muestra de proteina mas 5 ul del buffer de
carga.
Colocar en placa de calentamiento a 95 °C durante 10 minutos.

3. Preparar el Buffer de corrida: 25 ml de MOPS SDS-Running buffer 20X mas 475
ml de agua destilada.

4. Colocar el gel de 12 pozos (NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 12-
well- Invitrogen™) en la camara de electroforesis y agregar el Buffer de corrida.

5. Servir 5 pl de los pesos moleculares (See Blue Plus 2. Pre — Stained Protein
Standard. LC5925) y los 10 ul de cada muestra en los pozos correspondientes.

6. Condiciones de corrida: 32 a 37 mA, 60 voltios.
Colorear el gel. Retirar el gel de la camara de electroforesis y cubrirlo con SDS
PAGE - Stain. Dejar en agitacion durante 1 hora.

8. Decolorar con agua. Remover el colorante y dejar en agua y en agitacion durante

4 horas.
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Resultados de las electroforesis de las proteinas (antigenos) de Plasmodium

falciparumyPlasmodium vivaxrealizadas posterior al proceso de purificacion.
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F. Anexo: Determinacion de proteinas por
la técnica de Bradford. Quick Start™
Bradford Protein Assay Gel de proteinas-
BIORAD

Realizar la curva de calibracién con la albimina bovina. La concentracion inicial de la

solucion madre es de 2 pg/ul. Se preparan los diferentes tubos patrén asi:

1. Se parte de una dilucién de 1.5 pl de la solucién madre mas 30 pl de agua.

Volumen a partir de la | Concentracion
solucién 1.5 en 30 pl | final

de agua

1l 0.1 pg/ul

3ul 0.3 pg/ul

5ul 0.5 pg/ul

7 ul 0.7 pg/ul

10 pl 1 pg/ul

2. A cadatubo se le agrega 1 ml del reactivo Dye Reagent Buffer 1X del kit y se deja

en placa de calentamiento durante 5 minutos.
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3. De igual forma, para cada 5 ul de antigeno se agrega 1 ml del reactivo Dye
Reagent Buffer 1X.

Se procede a realizar las lecturas de las densidades Opticas, se construye la curva patrén

y se determinan las concentraciones de las muestras problema.



G. Anexo:. Micromatriz (microarray) de
proteinas

Reactivos.

Los reactivos se calculan para lo requerido por un cassette de hibridacion, es decir el

conjunto de 4 laminas. Cada lamina contiene 16 muestras.

Lamina Caseette de hibridacion

Fuente: http://arrayit.com/Products/Microarray_Tools/Multi-Well_Microarrays/multi-
well_microarrays.html

PBS 1X Agua MiliQ 200 ml
Tabletas de PBS 2

PBS / Tween (0.01%). PBS 1X 120 ml

Buffer de lavado Tween 20 12 ul

Buffer de bloqueo (0.25X) Arrayit 1X Buffer de bloqueo 7.5 ml
PBS 1X 22.5 ml

Agua destilada ultrapura 40 ml

Dia 1.
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Dia 2.

Dia 3.

Hacer el plan de trabajo y disefiar la distribucion de antigenos por micromatriz
(microarray) y de muestras por caseette.

Realizar las diluciones de los antigenos requeridas y servir dichas diluciones en
placas de 192 pozos.

Agregar muy cuidadosamente 12 pl de Buffer de impresion en cada pozo de las
placas de 192 pozos.

Agregar 12 pl de cada dilucion de cada antigeno, de acuerdo con la estructura
disefiada para cada micromatriz (microarray).

Colocar las laminas de 16 micromatrices (microarray) en el robot que imprimira
los antigenos y se hacen la programacién del equipo para que imprima los
antigenos en cada micromatriz (microarray). El proceso dura toda la noche y el
equipo dispensa 10 picolitros por cada micromatriz (microarray).

Almacenar el material sobrante a 4 °C.

Preparar los reactivos.
Diluir las muestras 1/400 en Buffer de bloqueo siguiendo el esquema del orden de

las muestras previamente disefiado.

Marcar las laminas que seran utilizadas.

Insertar las 4 laminas en cada cassette.

Agregar 100 pl de Buffer de bloqueo a cada micromatriz (microarray) por cada
esquina, usando pipeta multicanal y teniendo cuidado de no tocar la lamina
delamicromatriz (microarray).

Cubrir los cassettes con papel adhesivo. Poner en plataforma de agitacion. Iniciar
la agitacion muy lentamente y dejar en 100 rpm, a temperatura ambiente durante
una hora.

Retirar el papel adhesivo y eliminar con fuerza el Buffer de bloque de cada

cassette.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Agregar 200 pl de Buffer de lavado.

Colocar los casseettes en agitacion a 100 rpm durante 2 minutos. Realizar en
total 3 lavados con su respectivo proceso de agitacion.

Después del ultimo lavado, sacudir cada cassette sobre papel absorbente y
agregar 100 pl de la dilucion de la muestra de acuerdo con el plan disefiado
previamente.

Cubrir los cassettes con papel adhesivo y dejar en agitacibon a 100 rpm,
temperatura ambiente durante 1 hora.

Unos minutos antes de finalizar el punto anterior, preparar el segundo anticuerpo
a una dilucién de 1/1000 en Buffer de bloqueo. Asegurara un volumen final de 100
pl por micromatriz (microarray) mas 10 % de pérdidas.

Retirar el papel adhesivo y remover con fuerza la dilucion de las muestras.
Agregar inmediatamente 200 ul de Buffer de lavado a cada micromatriz
(microarray). Colocar los casseettes en agitacion a 100 rpm durante 2 minutos.
Realizar en total 3 lavados con su respectivo proceso de agitacion.

Después del ultimo lavado, sacudir suavemente cada cassette sobre papel
absorbente y agregar 100 ul del segundo anticuerpo, de acuerdo con el plan
disefiado previamente.

Cubrir los cassettes con papel adhesivo y dejar en agitacion a 100 rpm,
temperatura ambiente durante 1 hora.

Eliminar la dilucién del segundo anticuerpo e inmediatamente agregar 200 pl del
buffer de lavado a cada micromatriz (microarray). Colocar los casseettes en
agitacion a 100 rpm durante 2 minutos. Realizar en total 3 lavados con su
respectivo proceso de agitacion.

Desarmar los cassettes y colocar dos laminas verticalmente en un tubo de 50 ml,
cuidando que estén ubicadas con la cara de las micromatrices (microarray)s hacia
afuera. Centrifugar a 1800 gravedades durante 5 minutos.

Colocar las laminas en cajas de seguridad hasta ser llevadas a la lectura.
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Controles:

1. Positivos: Dos grupos de sueros positivos para P. falciparumprocedentes de
zonas de alta transmisiobn. Un grupo de sueros positivos para P.
falciparumprocedentes de zonas de baja transmision.

2. Un suero positivo para P. falciparum y otro suero positivo paraP. vivax ambos
procedentes de zonas de alta transmision.

3. Negativos: Dos grupos de sueros de personas no expuestas.

Nota: El dia 3 se realiza en 2 dias. Cada dia se trabajan 40 laminas, es decir, 640

muestras por dia.
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13.

David Aanensen, Center for Genomic Pathogen Surveillance, Wellcome Trust Sanger
Institute/Genome Campus and Imperial College London.
not available,

International cooperation in public health problems
Petra Klepac, Visiting Researcher DAMTP, University of Cambridge.

Public health problems, such as emergence of new infections diseases, control and
elimination of existing ones, and the rise of antimicrobial resistance, are increasingly global
problems that require international cooperation to be tackled successfully. However,
without enforcement from an international body, international cooperation is difficult to
achieve. Infectious disease, like many environmental problems such as depletion of the
ozone layer, and pollution of air and oceans, are global in nature and the countries cannot
solve them by acting unilaterally. International environmental agreements (IEAs) provide a
framework for intergovernmental efforts in reducing human impact on the environment,
The most successful IEA is the Montreal Protocol to protect Earth’s ozone layer. Inspired by
the theory of IEAs, this talk presents mathematical framework for analysing self-enforcing
agreements for control of infectious diseases and discusses how this approach could be
applied to address antimicrobial resistance on a global level.

1.

Poster Exhibition

Salmonella bottleneck-size estimation: a comparison of two methods
R. Dybowski*, O J. Price, O. Restif, 0. Rossi, A.L. Grant, P. Mastroeni. Department of

Veterinary Medicine, University of Cambridge.

The size of a bacterial bottleneck within an organ of a mouse resulting from the
administration of an antibiotic is an indication of the efficacy of the antibiotic. We compare
two approaches to bottleneck-size estimation. One method is based on the number of
isogenic tagged strains missing in a post-bottleneck bacterial population compared to the
number present in a pre-bottleneck population. The second, potentially more accurate,
approach is based on first estimating the associated bacterial dynamics (i.e., the birth-death-
migration parameters) using a recently developed moment-divergence technique, and then
estimating bottleneck size via the estimated parameters in conjunction with pre- and post-
bottleneck bacterial frequencies. Both methods have been applied to wild-type tagged
Salmonella enterica Typhimurium and the Delta aroC mutant using ampicillin and
ciprofloxacin as the antibiotics.

Pre-elinination malaria in Pacific Coast, Colombia

Angélica Knudson?, Maria Fernanda Pedreros *, Samanda Aponte?, Carlos Felipe Castillo 2,
Luz Adriana Olaya®, Ricardo Sanchez * Giovanni Apraez **, Julian C Rayner*, Vladimir
Corredor ©

Departamento de Salud Pablica, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia,
Bogotd, Colombia; *.Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Macional de Colombia, Bogotd, Colombia; *Secretaria Departamental de Salud del Cauca,
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Popayan, Colombia; *Departamento de Psiguiatria Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia, Bogotd, Colombia; *Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, UK.

Malaria is the most lethal parasitic infectious disease for humans. The emergence of parasite
resistance to antimalarial medicine is an impertant challenge to global elimination goal and
asymptomatic malaria is a challenge in the design of elimination strategies and required to
establish reliable surveillance systems and sensitive infection detection. The Colombian
Pacific Coast is one of the poorest regions of Colombia and malaria causes a devastating
impact on people’s health and livelihoods. With the aim of designing elimination strategies,
asymptomatic prevalence was determined and profile of antimalarial resistance genotypes
characterized in, Cauca, on the Colombian Pacific Coast, between 2015 and 2016. Four
random and one non-random samples were carried out in a rural and urban areas.
Asymptomatic microscopic malaria prevalence was between 0.3 and 2.2% and sub-
microscopic was between 0 and 2.1%. In the same time period 223 cases were diagnosed,
99.6 % of them by Plasmodium folciparum. A simple mutation in dhfr and dhps was
identified in more than 75% and 100% displayed the chloroguine resistance pfort marker.
Low prevalence of asymptomatic malaria was identified and there was a high prevalence of
molecular markers of antimalarial resistance in this region.

3. Antibiotic Resurrection via Programmable RNA-guided Endonuclease Inactivation of
Beta-lactamase Resistance Genes Families
Yoshikazu Gi Mikawa, Frank Massam, Conrad Faul Lichtenstein® Nemesis Bioscience Ltd,
Cambridge.

‘We use bacterial cybergenetics to resurrect sensitivity to antibiotics in antimicrobial
resistant (AMR) pathogens. Our “Nemesis Symbiotics”, use a programmable RNA--guided
DA endonuclease gene editing technology to target beta-lactamase (bla) resistance genes.
Following delivery on a plasmid vector, a single construct inactivates members of & families
of bla genes =vIM-, OXA-, NDM-, CTX-M-, KPC-, IMP-, SHY- and TEM (VONCKIST), so
resurrecting sensitivity to beta-lactams. Transmids, our novel delivery vectors introduce
Symbiotics by infection, when packaged in a 'phage coat, but can also spread to other
bacteria by plasmid conjugation —therapeutic applications. Transmid delivery by conjugation
from a probiotic disarms the microbiome of AMR genes in anticipation of opportunistic
infections —prophylactic applications. Qur experiments suggest that multi-functional gene
targeting systems may obviate the need for prior diagnostic screens for antibiotic resistance
and can be used generally as a companion biological therapeutic together with well-
established antibiotics for both therapeutic treatment of infection as well as by prophylactic
treatment preventing the spread of AMR.

4. High-throughput bacterial phenotyping and genotyping to investigate antimicrobial action
and resistance
Josefin Bartholdson Scott*, Sally Forrest, Dave Goulding, Stephen Reece & Gordon Dougan
Department of Medicine, University of Cambridge, Cambridge
Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, Cambridge

We present a novel system where we can image at high-throughput and high enough
resolution to define and model phenotypic changes of bacteria during antibiotic treatment
and how this ehanges during development of antimicrobial resistance (AMR).Using
phylogenetically characterised bacterial strains covering a broad range of genetic AMR
determinants, we will carny out high-throughput confocal microscopy using a Perkin Elmer

g
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PRE-ELIMINATION MALARIA
IN PACIFIC COAST, COLOMBIA

Angélica Knudson™, Maria Fernanda Pedreros’,

mm Region (Annual

Parasitic Incidence- Andmnnmm 10
‘malaria historically. mmmmﬂcymmmnwwpmmum 3
strategies, asymptoms alence was determined and Fh!c)pm

Asymptomatic malaria:

Z’ Cross-sectional study: Four
Individuals in the perl-urban Santa Monica neighbourhood of Guapi,
and one active non-random search in a rural area in EI Cuerval,
Timbiqui, were conducted on the Colombian Pacific Coast
(between April 2015 and October 2016). Epidemiological and

ware microacapioaly disgnosed for maiaria and blood

wers subjeciod 1o nesied PCR ampiicadon of
m-i Dmmrw-nunwmwm

7% Drugresistance loci genotyping:

mmhwnwmmmm
‘were obtained at the malaria post in Guapi from
m&ou June 2016 for rapid sequencing of drug
sequencing. Parasite DNA was. mmﬂum

and the dhps, dhfr, pfcrt and keich13 loci, associated with
resistance to sulfadoxine, pyrimethamine. chloroquine (CQ)
‘sequenced

and

45).

Results

We sampled a total of 1265 individuals ranging between 2 and 94 years old.
The average demographic profile was, black ethnic (97-100%). student (43-

13/1265) and sub-
microscoplc (wzas) infections were P falciparum infections. A summary of
the frequency o and malaria

infections is presemed InTable 1

Table 1 Frequtn:y of asymplomati matas kfectons e diagnosed by
microscopy and

d June 2016,

at the malaria post in Guapi, 99.6 % of them by P. mc.p.mm The origin of
urban of Guapi as well arby

more than 20 km radius).

Single, double and triple mutants associated to P. falciparum

sulfadoxine-pyrimethamine resistance were identified. The dhfr single mutants

were: 108N 88.1% (2/59), 511 3.4 % (2159) and 50R 1.7 % (1/58). The dhps single

Mmutants were: 437G 78.2% (43/55) and 581G 1.6% (1/64). There was a one dhir

5117108 N), one dhy 7 /581 G)and anoth

511/108N). 100%

llle chioroquine resistance marker haplotype CVMET (positions 72-76) at the

plert locus; 100% (N=24) have displayed the wid type genotype at the keich13

gene.

BERZEPPISRALNS

—— e,g s

1c and Microscop,; .

<0 N Sy,
in Guapi, g, &
aer? o7y,

X and P falciparum asymplomatic infections ranging from 0% to 17%, using different
& we report a low prevalence of microscopic [between 1 (0.3%: 95% Cl:0.1-1.9) and §
n 0 (0% 95% IC: 0-1.2) and 4 (2.1%; 95% CI: 0.8-5.3)] asymptomatic infections. Most
forms. tdifferent
G the natural course of infection in areas of unstable, Asthe 1
the maintenance of transmission would depend on the masquito biting rate over time and the persistence of infectious parasites in asymptomatic
. individuals, further

The non-recommended use of antimalarial drugs consiitutes a serious problem for the malaria conirol effor. In Colombia the combination

parum malaria. Howeve, the non-recommended use of chioroquine
und the for the treatment of P. falcs fections has In contrast {o thy %) of wild- lype
10),
double and trple mutant alleles for the dhfr and dhps genes similar to othar recent studies (11) in other areas. Likewise, the haplotype CVMET
(Dosmoﬂ! 72 yp
(ACT) P. falciparum
12,13).

The design of malaria elimination strategies on the Colombian Pacific Coast requires further knowledge of the epidemiological meaning of
asymptomatic infections and a strong surveillance system capable to evaluate the evolution of drug resistance parasites and deliver timely

m&;m 1570, dol. 10 11B6A12036-016-1124-x

e e

‘maars I Colombia. Trans R Soc T1op Med Hyp. 2017 Ape 2
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Malaria Programme Away Day 2017
21* september 2017. Emmanuel College, Cambridge

09:00 - 09:30 Arrival, Tea & Coffee

09:30 - 09:40 Welcome and introduction
09:40 = 11:00 Session 1 = Malaria Programme Networks and Pipelines
Chair: Daminic
MalariaGEM - Kirk Rockett, Sonia Goncalves
PlasmoGEM - Ellen Bushell, Thea Sanderson, Mehdi Ghorbal
Single-cell RNA-seq - Arthur Talman
Infarmatics - Jim Stalker, Adam Reid
11:00 - 11:30 Coffee Break
11:30 = 12:45 Session 2 - Interactions: Host-parasite, Protein-protein
Chair: Gavin
Gawvin Band
Ruddy Mentandon
Alena Pance
Sibvia Kariuki
Sumana Sharma
Gavin Rutledge
12:45-13:45 Lunch
13:45-15:15 Session 3 - Notes from the field
Chair: Mara Martin Donnelly
Angelica Knudson-Ospina (Colombia)
Ginny Howick (Uganda)
Arthur Talman {Mali)
Cristina Ariani (Ghana)
Brandy St. Laurent {Camboadia)
Alejandro Marin-Menendez (Kenya)
15:15 - 15:45 Coffee Break
15:45 - 16:30 Session 4 Know your admin / Flash talks
Chair: Marcus Malaria Admin team
Flash talks from mew folks:
Duncan Ndungu
Sasha Siegel
Emma Carpenter
Hannah lagoe
Daniele Murara
Claire Sayers
Elisabet Tinto
16.30-17:30 Session 5 Quiz!
Haosted by Ruddy, Frank, Alena, Froncois, Abrar, and Wiesia
17:30 - 20:00 Drinks and Dinner — Revolution Bar
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