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RESUMEN

Objetivo. Se estudio la diversidad genética de las
poblaciones naturales de parasitos de Plasmodium
vivax mediante el estudio de la region variable del gen
Pumsp-3a. Materiales y métodos. Se realizo PCR-RFLP
en 29 muestras de pacientes con malaria por P. vivax
con complicaciones (PC) y 32 pacientes con malaria por
P. vivax sin complicaciones (PNC), todas los pacientes
provenientes de la region Bajo-Cordoba-Uraba, zona
altamente endémica para malaria. Fueron colectadas
muestras de sangre total para la extraccion de DNA
utilizando la tecnica saponina/chelex-100. Se uso la
tecnica de RFLP usando las enzimas de restriccion HhAl y
Alul. Diez patrones de restriccion facilmente distinguibles,
se detectaron después que los productos de la PCR fueron
digeridos con la enzima Alu I'y 9 con la enzima Hha I.
Resultados. El gen Pumsp-30. exhibié gran polimorfismo y
los resultados sugieren que este gen puede ser utilizado en
Colombia como un marcador molecular epidemiologico
para el genotipado de P.vivax., ademas el patron PH1 con
la enzima Alul mostré mayor frecencia en los pacientes
complicados. Conclusiones. El gen Pumsp3a puede ser un
marcador genetico de variabilidad en las cepascirculantes
de P.vivaxy el PH1 sugiere ser un marcador para predecir
una complicacion en pacientes con malaria vivax.

Palabras clave: Malaria, Plasmodium vivax, complicaciones,
genotipificacion.

ABSTRACT

Objective. The genetic diversity of the natural populations
of Plasmodium vivax parasites was studied by studying
the variable region of the Pvmsp-3a gene. Materials and
methods. PCR-RFLP was performed in 29 samples of
patients with P. vivax malaria with complications (PC) and 32
patients with P. vivax malaria without complications (PNC),
all patients from the Bajo-Cordoba-Uraba region, Highly
endemic to malaria. Total blood samples were collected for
DNA extraction using the saponin / chelex-100 technique.
TheRFLP techniquewasusedusingtherestrictionenzymes
HhAl and Alul. Ten easily distinguishable restriction patterns
were detected after the PCR products were digested with
the enzyme Alu | and 9 with the enzyme Hha |. Results.
The Pvmsp-3a gene exhibited large polymorphism and the
results suggest that this gene can be used in Colombia as a
molecular epidemiological marker for the genotyping of P.
vivax. Furthermore, the PH1 pattern with the Alul enzyme
showed higher frequency in the complicated patients.
Conclusions. The Pvmsp3 gene may be a genetic marker of
variability in the circulating strains of P. vivax and the PH1
suggestsamarker for predictingacomplicationin patients
with vivax malaria.

KeyWords: Malaria, Plasmodium vivax, complications,
genotyping.
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INTRODUCCION

Infeccion del ser humano por especies del
género Plasmodium se denomina paludismo o
malaria. Laimportancia de esta enfermedad esta
determinadapor sualtaincidenciay gravedad.
El nimero de casos en el mundo oscila entre
300 y 500 millones al ano, correspondiendo la
mayor parte de estosaareasendémicasconuna
elevada mortalidad global, la cual oscila entre
0.6y 3.8%, incrementandose en embarazadas
hasta 13% y en el anciano hasta 20%(1).

Enlamalariahumana, larespuestainmune puede
ocasionar la eliminacion del agente infeccioso o
una respuesta persistente mediada por citoquinas
que conduce a la inmunopatologia, con las célu-
las T y la activacion de macrofagos. Aunquelos
mecanismos son muy complejos, los altos niveles
de citoquinas pro-inflamatorias, como el factor
de necrosis tumoral (TNF), interferon-y (IFN-y) y
lainterleucina-6 (IL-6) se han asociado con pato-
logiasgraves (2), mientras que losnivelesbajosde
citoquinasreguladoras, talescomoTGF-ByIL-10,
se han asociado con malaria aguda (Hansen et al,
2010). La citoquina IL-10 tiene un papel impor-
tante como un inmunorregulador de las infeccio-
nes causadas por Plasmodium, mediante la neu-
tralizacion de los efectos de las otras citoquinas
producidas por las células Th1 y CD8, que son
responsablesdegranparte delainmunopatologia
asociada a la sobreproduccion de IFN-y ( 3).

En la malaria causada por P. vivax, las
citoquinas son liberadas después de la ruptura
de esquizontes y se han detectado niveles
elevados de TNF después de la liberacion,
lo que parece estar relacionado con la fiebre
paludica. Otras citoquinas que han sido
detectadas en malaria por P.vivax son IL-1§,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 (4, 5,6,7).
Se ha demostrado la participacion de células T
reguladoras en la infeccion por P.vivax (8), lo
que sugiere que se requiere el equilibrio entre
citoquinas proy antiinflamatorias para controlar
las alteraciones patoldgicas; por ende la mayor

parte de los estudios en inmunopatogenia de
malaria, se centran en la identificacion de uno
o un pequeio grupo de moléculas relacionadas
con la gravedad de la enfermedad. (9,10).

Por otro lado, para entender los efectos de la
malariasobrelafisiopatologiadelospacientes,
es necesario comprender también la estructura
genética -poblacional del parasito. Uno de los
marcadores moleculares mas utilizados para
estudiar la variabilidad de P.vivax es el gen
PVMSP- 3 o que codifica una proteina con un
peso molecular que oscila desde 148 hasta 150
kDa (11,12). Este gen es altamente polimoérfico
y su variabilidad ha sido examinada usando
la técnica PCR-RFLP, evidenciando que los
productos de la amplificacion demuestra un
alto polimorfismo, debido a que la digestion
con endonucleasas de restriccion, proporciona
fragmentos de varios tamanos, lo que indica la
presenciade ungrannimerodealelos (13, 14).

El estudio de la relacion entre los grupos
de moléculas asociadas a la gravedad de la
malariaylaestructuragenéticadelapoblacion
de Plasmodium, puede contribuir a una mejor
comprensionde los patrones de susceptibilidad
a la gravedad de la malaria, por tal razon el
objetivo de este estudio fue determinar los
efectos de la malaria sobre la fisiopatologia
y su relacion con los genotipos de parasitos
circulantes en pacientes hospitalizados en el
Hospital San Jeronimo de Monteria, Colombia.

METODOLOGIA

Area de estudio, tipo y disefio general del
estudio

Elestudiose llevoacaboenmunicipiosde areas
endémicas paramalariaen el departamentode
Cordoba. Este estudio es de tipo descriptivo
analitico, en él se identificaron los distintos
genotipos, para el gen Puvmsp-3a, presentes
en los parasitos responsables de la malaria por
Plasmodiumvivaxen las areas geograficas que
abordo el estudio.
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Poblacion de estudio.

Para la caracterizacion sociodemografica y
clinica (signos y sintomas) de la poblacion de
estudiose planteahacer un estudiodescriptivo
prospectivo. La caracterizacion inmunologica
se realizara mediante un estudio de tipo
prospectivo, analitico.

El estudio sera realizado en dos grupos de
individuos que acuden a los diferentes hospitales
de los municipios estudiados, seincluiran todos
los grupos, previo consentimiento informado.

El grupo 1. Correspondié a pacientes con
malaria, quienes no tengan ningun signo de
complicacion.

Grupo 2. Pacientes ingresados a hospitalizacion,
con algln signo de complicacion.

Muestra.

Para la obtencion de ADN parasitario, se
tomaron 70 muestras de sangre periférica en
papel filtro tipo Whatman N°3 de pacientes
infectados por Plasmodium vivax hospitalizados
en laE.S.E Hospital San Jerénimo de Monteria,
provenientes de diferentes municipios de
los departamentos de Cérdoba: Tierra Alta,
Ayapel, Puerto Libertador, La Apartada,
Valencia, Montelibano, y Planeta Rica, en el
y departamento de Antioquia: Apartado, San
Juan de Uraba y Arboletes. Previo a la toma
de lamuestra, los pacientes fueroninformados
del propdsito de la investigacion y dieron su
consentimiento por escrito.

Para mantener la confidencialidad de la in-
formacion del paciente, a cada muestra sele
asigno un codigo, representado por una letra
(correspondiente a la inicial del nombre de su
municipio de procedencia) y un nimero corre-
lativo, de forma que lainformacion noguardara
vinculo alguno con la identidad del paciente.

El analisis de muestras e informacion, se
realizo6 bajo los lineamientos establecidos por
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la Declaracion de Helsinki y sus enmiendas,
y no conllevo riesgo para la integridad fisica
y mental de los participantes, como tampoco
para el medio ambiente.

De las muestras obtenidas, se escogieron
para su analisis unicamente las muestras que
cumplieron con los siguientes criterios de
seleccion:

> Diagnostico microscépico positivo para
monoinfeccion por P.vivax; noseanalizaron
las muestras con infecciones asociadas
(P.vivax-P.falciparum), ni con infecciones
por P.falciparum.

> Parasitemia mayor a 25 formas asexuadas
por cada 1.000 leucocitos.

Infeccion por P. vivax y estimacion de la
densidad parasitaria

La confirmacién microscépica de infeccion
por P.vivax y la estimacion de la densidad
parasitaria se realizd de acuerdo con la
definicion del Protocolo deVigilanciay Control
de Malaria del Instituto Nacional de Salud (INS)
de Colombia (15).

Extraccion de ADN parasitario

La extraccion de DNA parasitario se realizd
a partir de muestras de sangre contenidas en
papel de filtro (Watman 3),usando el método
de Chelex/Saponina (Guerraetal., 2006). Esta
técnica consistio en cortar un icha clinica
completamente diligenciada pedazo de la
muestra obtenida en papel filtro, se adiciond
1 ml de PBS 1X y 50 pl de saponina al 10%
e incubd durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguientesecentrifugaronlostubosa10000rpm
por 5minutosa4°C, posteriormentesedescarto
el sobrenadante y se agreg6 1 ml de solucion
salina amortiguada con fosfatos (PBS) 1X por
30 minutos a 4°C; se centrifugd a 10000 rpm
por 5 min a 4°C, luego se aspiro tanto liquido
como fue posible y se descarto, con lamisma
punta se llevo el papel al fondo del tubo sin
empaquetar. Posteriormente se adicion6 100 pl
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de H,0 milli Q a cada tubo; luego se adiciono
50 pl de Chelex a cada tubo para extraer el
ADN de la muestra y se incubaron los tubos
con la mezcla a 95°C por 10 min, se mezcld
fuertemente convortex conintervalosde2 min
durante toda la incubacion; se centrifugaron
los tubos a 13000 rpm por 5 min a temperatura
ambiente (~25°C); luego se transfirio toda la
solucion a un tubo marcado (A), sin destruir el
papel; nuevamentesecentrifugaronlostubosA
a 13000 rpm por 5 min atemperaturaambiente
(~25°C) y se transferio el sobrenadante a un
tubo B sin tomar el Chelex que se encuentraen
el fondo. EL ADN se distribuyo en alicuotas de
30 ply se almacend a -20°C hasta el momento
delarealizaciéndelas pruebasmoleculares. La
integridaddel ADNseverificoporelectroforesis
en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X.

Confirmacion molecular de infeccién por
Plasmodium vivax

Debido a que laextraccionse realizd a partir de
sangre total, tanto el ADN del huésped como
del parasito estan presentes. Para confirmar la
presencia de ADN de P.vivax de cada una de
las extracciones, se realiz6 unaamplificacion
por Nested-PCR. En el primer PCR se amplifico
un segmento del gen 18S del RNA ribosomal
(SSUrRNA) especifico del género Plasmodium
y a partir del producto de amplificaciéon de
esta primera reaccion se realizé un segundo
PCR (PCRmultiple) especifico paralas especies
Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum.
Los “primers” usadosy las condicionesseguidas
fueron las de Roshanravan y col. (2003), con
algunas modificaciones.

Genotipificacion de las muestras
La genotipificacion de P.vivaxse realizd mediante
elprotocolodePCR-RFLPdescritoporZakerietal
(2006) con modificaciones, paralacualse utilizd
como marcador molecular el gen Pvmsp-3a,
que codifica la proteina 3 o de la superficie del
merozoitodel parasito (MSP3- a.); este marcador
ha sido usado en otras investigaciones en zonas
endémicas de Sudamérica como en nuestro

pais (16), Per( (17) y en Brasil (18), también
en lugares como Tailandia (19), PapUa Nueva
Guinea (20) y la India (21). Las secuencias, los
oligonucledtidos y las condiciones de reacciony
amplificacion fueron adaptadas a partir de estos
estudios epidemiologicos.

Ladigestionenzimaticaserealizoapartirde los
productos de amplificacion provenientes de la
segunda PCR del nested PCR, con lasenzimas
derestriccion denominadas AluI'y Hha I (New
England BIOLabs), las cuales se logro establecer
elpolimorfismodelalongituddelosfragmentos
de restriccion o RFLP, ampliamenteutilizadas
para estudios de genotipificacion como los
efectuados en Colombia (16), Iquitos (Per()
(17), y Brasil (18). Parala reaccion de digestion
se usd 5ul del producto amplificado (ADN)
conteniendo 10 unidades de enzima/reaccion,
en un volume de reaccién de 15 ply se incubd
a 37°C por 4-5 horas. Los productos obtenidos
(fragmentos de digestion) se visualizaronen gel
de agarosa al 2,5%, conteniendo 0,05 pg de
bromuro de etidio (1 yg/mL). Se determino los
tamanos de los fragmentos usandoun marcador
de peso molecular de 100 pb. Los patrones
enzimaticos fueron designados con base en el
tamano de los fragmentos como haplotipos PA
para Alu I'y PH para Hha I. Se identificé las
infecciones policlonales por la presencia de
dos 0 mas secuencias alélicas del producto de
PCR; sienlamismamuestrase presentanambos
fragmentos, se asume que es una infeccion
multiple (por mas de un clon de P. vivax), pero
si se presenta solo uno (cualquiera que sea) se
asume que es una infeccion por un solo clon.

Posteriormente, los fragmentos fueron digeridos
con las enzimas de restriccién Alu I'y Hha I en
reacciones independientes. Si la infeccion es
por un unico clon, la suma de los fragmentos
debe serigual al tamafo del producto sin digerir;
sipor el contrario, lasumade los fragmentos es
mayor a la del fragmento sin digerir, se trata de
una infeccion multiple.
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Visualizacion de los productos de PCR

Para visualizar los productos de amplificacion
de las PCR realizadas, se usaron geles de
agarosaal 2%. Los geles se tineron con bromuro
de etidio (1 pg/ml) y se visualizaron bajo luz
ultravioleta; el tamano de los productos se
determiné usando un patréon de peso molecular
de 100 pb (Promega®). Los resultados se
registraron en el analizador de imagenes Gel
Doc XR® usando el software Quality one,
version 4.6.2 para Windows® de Bio-Rad®.

Analisis estadistico

Se evaluo la asociacion entre los patrones de
restriccion identificados y las variables clinico
epidemiologicas de los pacientes (género,
edad), grado de infeccion que presentaban y
areageograficade procedenciadelainfeccion,
a través de la prueba de Fisher, con un nivel de
confianza del 95%.

Aspectos éticos

Para todos los procedimientos se tuvieron

en cuenta las consideraciones éticas y los
principios de la declaracion de Helsinki (World
Medical Association; 2000), las normas del
Ministerio de Salud de Colombia, Resolucion
008430 de 1993 (Ministerio de Salud. Direccion
de desarrollo cientifico y tecnoldgico. Normas
cientificas, técnicas y administrativas para
la investigacion en salud). Resolucion No.
008430 de 1993. Santafé de Bogota: Imprenta
Nacional; 1993). Se elabord de acuerdo con lo
estipulado en esta resolucion, un documento
quefueentregado, previalecturayexplicacion
de la naturaleza, beneficios y riesgos de la
participacion en el estudio, a cada uno de los
pacientes elegibles o a sus padres en caso de
ser menores de edad, y un formato en el que el
paciente elegible o su padre o adulto confirmo,
mediantesufirma, sudisposicionde participar.
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas de la
poblacion de estudio.

En el estudio se incluyeron 29 pacientes hospi-
talizados de diferentes localidades del departa-
mento de Cordoba y 32 pacientes no hospitali-
zados provenientes del municipio de Tierralta.
En la tabla 1, se muestran las caracteristicas
clinicas y demograficas de los pacientes. En las
muestras provenientes de pacientes con malaria
complicada el promedio de parasitemia fue de
15.600 p/uL con un rango entre 500-32.000p/
uLy en las muestras provenientes de pacientes
con malaria no complicada el promedio de pa-
rasitemia fue de 12.700p/uL con un rango en-
tre 80-22000 p/uL observandose unadiferencia
marcadaentre los promedios de densidad para-
sitaria entre los dos grupos.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de
los pacientes en estudio.

Caracteristica Grupo

controln (32)

Grupo
Pacientesn (29)

Edad
1-18 15 (56,8%) 20 (54,1%)
19-59 13 (40,5%) 1 (43,8%)
>=60 1(2,7%) 1(2,1%)
Sexo
Femenino 10 (40,5%) 13 (27,1%)
Masculino 19 (59,5%) 19(72 9%)
Cefalea 29(100%) 8 (100%)
Fiebre 29(100%) 8 (100%)
Escalofrios 29(100%) 2 (100%)
Nauseas 5 (94,6%) 8 (27,1%)
Dolores articulares 24 (86,5%) 5 (18,8%)
Diarrea 1 (83,8%) 2 (8,3%)
Vomito 20 (81,1%) 4(12,5%)
Convulsiones 1(2,7%) 0
Falla renal 1(2,7% 0
Falla respiratoria 9 (24,3%) 0
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Analisis del polimorfismo genético en la
longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) del gen Pvmsp 3a, usando la enzima
Alu |l en muestras de pacientes complicadosy
no complicados.

Diez patrones de restriccion facilmente
distinguibles patrones se detectaron después
que los productos de la PCR fueron digeridos
conlaenzimaAluI), observandose fragmentos
con tamanos que varian entre 130-600 pb. Los
fragmentos que mostraronuntamafoinferiora

100 pbnoseincluyeronparadiferenciarpatrones
de restriccion ya que nuestras condiciones de
electroforesis no permitian que estas bandas
que se resolvieron con claridad. El patron PA1
predomino, al ser observado en el 34,4% (10
/29) de las muestras a partir de pacientes con
malaria complicada con infecciones simples
(tabla 2). Por el contrario, los patrones PA4y
PA6 fueron los mas frecuentes en muestras de
pacientes No complicados (tabla3).

Tabla 2. Patronesderestriccion delgen Pumsp3a.obtenidos conlaenzimaAlul (PA)enpacientes complicados.

Patrones de restriccién del gen Pvmsp3a.| Tamafio de bandas en pares de Frecuencia de Pacientes (% con
obtenidos con la Enzima Alu | (PA) bases (pb) respecto al total de pacientes)
PA1 530,28 ,200,180 10 (34,4%)

PA2 800,530,28 ,200,180 2 (6,7%)

PA3 800,530,450, 200,180 2 (6,7%)

PA4 530,360, 280,200,180 3 (10,3%)

PA5 700,530, 360, 280,200,150 2 (6,7%)

PA6 530,400, 360, 280,200,150 3 (10,3%)

PA7 500,360,200,150 2 (6,7%)

PA8 750,500,400, 280,200,150 2 (6,7%)

PA9 530 2 (6,7%)

PA10 500 1 (3, 44%)

TOTAL: 10 patrones 29 (100%)

Tabla 3. Patrones de restriccion del gen Pvmsp3a obtenidos con la enzima Alu | (PA) en pacientes No

complicados.

Patrones de restriccion del gen Pvmsp3a.| Tamafio de bandas en pares de | Frecuencia de Pacientes (% con
obtenidos con la Enzima Alu | (PA) bases (pb) respecto al total de pacientes)
PA1 530, 80,200,180 2 (6,3%)

PA4 530,360, 80,200,180 11 (34,4%)

PA5 700,530, 360, 280,200,150 2 (6,3%)

PA6 530,400, 360, 280,200,150 10 (31,3%)

PA7 500,360,200,150 2 (6,3%)

PA8 750,500,400, 280,200,150 1(3,1%)

PA10 600,530,500,200,180,150 5 (15,6%)

TOTAL: 10 patrones 32 (100%)
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Andlisis del polimorfismo genetico en la
longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) del gen Pvmsp 3a, usando las enzimas
HhA | en muestras de pacientes complicados y
no complicados.

Se observaron fragmentos entre 190 -1.000 pb
después de la digestion de los productos de
PCR con la enzima Hha I, y todas las bandas
se utilizaron para el establecimiento de los

Los patrones PH2, PH3 y PH4 predominaron,
al ser observados con el 17,2%, 17,2% y
20,7% respectivamente, de las muestras con
infecciones simples (tabla4).

En las muestras a partir de pacientes con
malaria no complicada, el patrén encontrado
con mayor frecuencia fue el PH4 con el 31,2%
(10/32) (tabla5).

patrones. Se encontraron nueve diferentes
patrones de restriccion.

Tabla4. Patronesderestricciondelgen Pumsp3aobtenidos conlaenzima Hhal (PH) enmuestrasde pacientes
complicados.

Patrones de restriccion del gen Pvmsp3a| Tamafo de bandas e pares de| Frecuenciade Pacientes (% con respecto
obtenidos con la Enzima Hha | (PH) bases (pb) al total de pacientes)
P1 1,000,480,330 3 (10.3%)

PH2 ,0 0,480,400 5 (17,2%)

PH3 1,000,510,400 5 (17,2%)

PH4 1,000 330,280,200 6 (20,7%)

PH5 1,000 480,280,180 3 (10.3%)

PH6 1,000,600,330 1 (3,8%)

PH7 1,000,480 3 (10.3%)

PH8 1,000 2 (6, 9%)

PH9 1,000,510,480 1 (3,4%)

TOTAL: 9 patrones 29 (100%)

Tabla5. Patronesderestricciondelgen Pumsp3o.obtenidos conlaenzima Hhal (PH) enmuestrasde pacientes
no complicados.

Patrones de restriccion del gen Pvmsp3a| Tamafo de bandas en paresde | Frecuencia de Pacientes (% con
obtenidos con la Enzima Hha | (PH) bases (pb) respecto al total de pacientes)
PH1 1,000,480,330 5 (16.1%)

PH2 1,000,480,400 5 (16.1%)

PH3 1,000,510,400 6 (18,7%)

PH4 1,000 330,280,200 10 (31,2%)

PH5 1,000 480,280,180 3 (9.3%)

PH6 1,000,600,330 1(3,1%)

PH7 1,000,480 2 (6.2%)

TOTAL: 9 patrones 32 (100%)
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DISCUSION

A pesar de que Plasmodium vivax es el
responsable de mas del 80% de los casos
de malaria en el pais, son pocos los estudios
concernientes a la diversidad genética de esta
especie. Ladiversidaddelosaisladosde P.vivax
ha sido previamente estudiada por analisis de
PCR -RFLP del gen Pumsp 30.en la localidad de
Tierralta (16), donde se encontro un alto grado
de diversidad genética.

Con la enzima Alu | se identificaron 10
haplotipos para el gen Pvmsp 3o, mientras que
con la enzima Hha | el nUmero de haplotipos
identificados fue de 9. El nimero total de
haplotipos fue similar en Brasil (n = 11, (17),
Guyana Francesa (n = 11, (18)), Colombia (n
=9, (19)) y Venezuela (n = 9, (20)), pero fue
ligeramente inferior aloencontrado en Peru (n
= 17, Sutton et al. 2009). Las comparaciones
entre haplotipos resultan mas dificiles que entre
los genotipos, debido a las diferencias entre
los tamaios de los fragmentos de restriccion
reportados en cada estudio. Sin embargo,
podriamos identificar aproximadamente siete
haplotipos, que se describieron anteriormente,
incluyendo el haplotipo para el genotipo C,
que tiene el mismo perfil de digestion en todos
los estudios reportados en estudios anteriores.
Al comparar los perfiles de fragmentos, los
haplotipos similares a los descritos aqui fueron
las siguientes: nueve de Colombia (Cristiano
et al 2008), tres de Peru (21), tres de Brasil
(18), cuatro de PNG (22) y seis de Tailandia
(23). Estos hallazgos sugieren una distribucion
global de los parasitos que presentan genotipos
similares para el gen Pvmsp 3a.

Los resultados de la restriccion enzimatica
de las 61 muestras analizadas revelaron
que 15/61(35,3%) y 20/61 (41,6%) de estas
muestras, presentaban infecciones policlonales
cuando se les digeria con la enzima Alu | y
Hha l, respectivamente. Esto demuestra que,
en regiones donde un genotipo particular

predomina, los resultados de la PCR no
son suficientes para hacer una correcta
clasificacion del tipo de infeccion presente en
unamuestra. Sedeberesaltarlaimportanciade
utilizar al menos dos enzimas de restriccion,
ya que, en algunos casos, las muestras que
inicialmente habian sido clasificadas como
infecciones simples con base en los resultados
de la digestion con una de las enzimas, fueron
posteriormente identificadas como infecciones
policlonales con la segundaenzima.

Como se ha demostrado anteriormente, una
alta diversidad genética se puede encontrar
incluso en zonas de baja transmision de P.vivax
(24). Por consiguiente, no es sorprendente que
los aislados cordobeses descritos aqui sean
igualmente diversos como los descritos en
las zonas hiperendemicas de PNG (25). En P.
falciparum, se ha demostrado una correlacion
mucho mas clara entre la endemicidad de la
malaria y la variabilidad genética del parasito
(26), lo cual ha sido mas dificil en Plasmodium
vivax, hechoquepareceradicarenlasdiferencias
bioldgicas entre estos dos parasitos , dado que
este ultimo puede presentar durante su ciclo
de vida recaidas y gamotocitogenesis. Estos
factores pueden favorecer la recombinacion
meidtica de diferentes haplotipos de parasitos
en el mosquito vector (27, 28).

Debido a que el analisis de PCR - RFLP del
gen Pumsp 3a detecta sélo polimorfismos en
los sitios de restriccion de la enzima elegida,
su eficiencia para identificar infecciones
por multiples clones es baja , por lo que se
recomienda que para futuros estudios se
emplee en paralelo con marcadores de ADN
neutros, como los microsatélites.

En conclusion, nuestros resultados indican que
el gen Pvmsp 3a es un marcador adecuado
para el analisis de la epidemiologia molecular
deaislados de campo de P.vivax, que tieneasu
favor su sencillez y bajo costo en comparacion
con los métodos que analisis de repeticiones en
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tandem, microsatélites o SNPs. Ademas, no hay
ninguna interferencia cuando una coinfeccion
por P.falciparum esta presente.

CONCLUSIONES

En el estudio, se observo una alta diversidad
genética en las poblaciones circulantes de P,
vivaxen el departamento de Cérdoba usando
comomarcadorelgen Pumsp-3a, tantoenpa-
cientes complicados como no complicados.

El patron de restriccion PA1 obtenido con la
enzimaAlul, sugiereserunpredictorgenético
de gravedad en pacientes con malaria.

Los resultados de este estudio se pueden
usarcomodatosde referenciaparaadelantar
futuraslasinvestigacioneseneldepartamento.

Estos resultados contribuyen al entendimiento
de la transmision de la malaria en Colombia
y podran ser Utiles en el desarrollo de
estrategias de control contra la malaria.
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