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RESUMEN ABREVIADO

En las regiones de alta y moderada transmision de malaria como en algunos paises de Africa, es
frecuente encontrar casos de infeccion asintomatica. En Colombia, los estudios publicados
reportan diferentes prevalencias, que varian de acuerdo al tipo de técnica diagndstica utilizada,
teniendo prevalencias de diagndstico de malaria asintomatica por gota gruesa entre 4,2% y 38,5%,
en contraste con métodos moleculares que presenta reportes que van entre 10,6 y 64,8% [1-3].

La transmision normalmente ocurre a través de la picadura de un mosquito, pero se han reportado
casos de MTT (malaria transmitida por transfusién) de donadores asintomaticos, la cual constituye
una via relativamente poco frecuente y de baja mortalidad [4]. Diferenciar casos de MTT, de las
infecciones naturales es muy dificil en zonas endémicas, porque la malaria que ocurre después de
una transfusion, puede ser el resultado de la infeccion natural por medio de la picadura de
mosquito, en lugar de la transmitida por transfusion [5]. El objetivo del estudio fue “estimar la
prevalencia de malaria asintomatica en donantes de sangre de bancos de sangre de Antioquia
(Medellin y Apartad6), Cdrdoba, Risaralda y Meta” para detectar la presencia de Plasmodium (P.
falciparum, P. vivax, P. malariae), utilizando gota gruesa y PCR de acuerdo con los protocolos
estandarizados en el grupo de Bioquimica y Biologia Celular. Se calcul6 un tamafio de muestra de
750 casos, lograndose recolectar 681 muestras de donantes correspondientes (Antioquia 201,
Cérdoba 274, Meta 171 y Risaralda 82 muestras. Los donantes aceptados firmaron el
consentimiento informado y se realiz6 toma de muestra tanto para diagnostico por gota gruesa,
como para papel filtro para PCR. No se aceptaron muestras que no fueron recolectadas
correctamente en papel filtro. Las gotas gruesas recolectadas fueron leidas en el grupo de
Parasitologia del Instituto Nacional de Salud, las pruebas moleculares fueron realizadas en el
grupo de Bioquimica y Biologia Celular y para la verificacion de las muestras positivas se emple¢ el
método de secuenciacion, inicialmente se procesaron algunas muestras en el grupo de Fisiologia
molecular en el INS y las otras se enviaron a CORPOGEN, para establecer la confirmacién
respectiva.

Los resultados obtenidos en los 2 componentes nos permitieron establecer la utilidad de las
pruebas moleculares para la deteccién de parasitos de la malaria en donaciones de sangre, asi
como establecer el limite de detecciéon de la PCR, lo que nos permiti6 determinar la presencia de
donantes asintomaticos para Malaria

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011

Conmutador (1) 220 77 00 fax 220 7700 Ext. 1200 — 1291

Pégina 6 de 47 Avenida calle 26 No. 51-20, Bogota, D.C., Colombia @
Apartados 80080 y 80334

Yo

% = _I-I}'}Net N NTCGP
www.ins.gov.co % é 1000

e-mail ins@ins.gov.co icontec

Linea Gratuita: 018000113400 A on-cenrsoons

Qicor

150 9001




]
Qi 2\ PROSPERIDAD
® o A s I PARA TODOS

1. RESUMEN EJECUTIVO:

Objetivo: Estimar la prevalencia de malaria asintomatica en donantes de sangre de bancos de
sangre de Antioquia (Medellin y Apartadd), Cérdoba, Risaralda y Meta

Materiales y métodos:

Entre agosto de 2012 y julio de 2014 se desarroll6 un estudio prospectivo transversal, para estimar
la prevalencia de malaria asintomatica en donantes aceptados de bancos de sangre ubicados en
cuatro departamentos de pais, Antioquia (Medellin y Apartadd), Cérdoba, Risaralda y Meta; Se
realizé tamizaje por gota gruesa, control de calidad externo indirecto del desempefio y tamizaje
por PCR y secuenciacion a las muestras de sangre en papel filtro que resultaron positivas a la
PCR. Todos los métodos fueron revisados y aprobados por los comités institucionales técnico y de
ética del Instituto Nacional de Salud.

Resultados: se colectaron un total de 681 muestras de donantes, todas resultaron negativas a la
lectura por gota gruesa, con concordancia del 100% en la evaluacion externa indirecta del
desemperio, siete (1,03%) muestras resultaron positivas para Plasmodium falciparum por PCR, dos

de Antioquia, dos de Risaralda y tres de Villavicencio, muestras que también fueron secuenciadas.

Conclusién: Los datos obtenidos en el presente estudio, evidencian la presencia de malaria
asintomética en donantes de sangre de tres departamentos.

Palabras Clave: Malaria asintomatica, tamizaje, donantes de sangre
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2. INTRODUCCION:

La estrategia actual de la exclusion de posibles donantes de sangre sobre la base Unicamente de
una encuesta es contraproducente desde la perspectiva de la disponibilidad de sangre. A pesar de
los problemas inherentes con el enfoque actual, cualquier cambio en los criterios existentes debe
contrarrestarse con medidas para mantener o mejorar los actuales niveles de seguridad de la

sangre y prevenir la malaria trasmitida por transfusion (MTT).

Varios paises europeos aplazan los donantes de 4 a 6 meses 0 mas después de su regreso de las
zonas endémicas, tiempo que permite el desarrollo de anticuerpos, si el donante ha sido infectado;
cumplido este tiempo los individuos con pruebas serolégicas negativas son aceptados como
elegibles, si estan libres de sintomas.

En la mayoria de los casos, los donantes implicados en casos de MTT son los residentes de las
zonas endémicas, que habian tenido uno o mas episodios de malaria. Los donantes con
exposicién repetida pueden ser en realidad semi-inmunes y representan el mayor riesgo para la
transmisién de la infeccion. Aunque los casos de MTT no son comunes en areas no endémicas, la
malaria es un problema importante, no obstante, en varias de esas areas y un problema potencial
en las demas. Esto se debe a que la malaria es una enfermedad que se esta difundiendo en
términos del nimero de personas expuestas. La parasitosis invade a nuevos ambitos y de retorna
a las zonas de las que ya habia sido erradicada, igualmente cada vez hay mas viajeros a zonas

paltdicas. Asi, el nimero de donantes que tienen un "riesgo de malaria" es cada vez mayor.

No tenemos claro cudl es la manera correcta y eficaz para identificar a los individuos con "riesgo de
malaria”, puesto que los donantes que cominmente la transmiten por lo general no presentan
sintomas (malaria asintomatica) y se asocia con la administracion intermitente de niveles
subterapéuticos de antimalaricos, la resistencia a los medicamentos, la intensidad de la transmision
existente en un area determinada y la inmunidad adquirida después de multiples exposiciones al
parasito.
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Teniendo en cuenta que hasta el momento no hay informacién que permita establecer el
comportamiento actual de la malaria asintomatica y la posible malaria transmitida por transfusion
en Colombia, el objetivo de este proyecto fue estimar la prevalencia de malaria asintomatica en
donantes de sangre de bancos de sangre de Antioquia (Medellin y Apartadd), Cérdoba, Risaralda y
Meta. Este estudio proporcionara informacion clave para iniciar la vigilancia de MTT y para evaluar
la utilidad de las pruebas para la deteccién de parasitos de la malaria en donaciones de sangre. Se
compara el desempefio de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) con la microscopia de
rutina (estandar de oro).
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo General:

e Estimar la prevalencia de malaria asintomética en donantes de sangre de bancos de
sangre de Antioquia (Medellin y Apartadd), Cérdoba, Risaralda, Meta.

3.2 Objetivos Especificos:

e Detectar la presencia de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. malariae), en donantes,
provenientes de bancos de sangre, aplicando gota gruesa.

e Detectar infecciones asintomaticas por P. falciparum, P. vivax, P. malariae o infecciones
mixtas, por medio de la técnica de PCR en muestras de donantes de los bancos de sangre

seleccionados para el estudio.

e Evaluar la utilidad de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el diagndstico de
malaria asintomatica, comparandola con el examen microscépico, en donantes de sangre

de los bancos de sangre seleccionados para el estudio.

e Describir las caracteristicas socio-demogréaficas de donantes de sangre aceptados en el
estudio.

4. METODOLOGIA:
4.1 Tipo de estudio:

Entre agosto de 2012 y julio de 2014 se desarroll6 un estudio prospectivo transversal, para
estimar la prevalencia de malaria asintomatica en donantes aceptados de bancos de sangre
ubicados en cuatro departamentos de pais, Antioquia (Medellin y Apartadd), Cérdoba,
Risaralda y Meta. Todos los métodos, procedimientos y los formularios de consentimiento

Informe técnico del proyecto:
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informado y de recoleccion de informacién fueron revisados y aprobados por los comités

institucionales técnico y de ética del Instituto Nacional de Salud, quienes le dieron el aval

respectivo al protocolo planteado.

Dado que el estudio se planted en poblacion de donantes de sangre y no en poblacién general,

para la seleccién de los departamentos y los bancos de sangre que participaron en el mismo,

se tuvieron en cuenta los siguientes parametros:

e El departamento seleccionado debia tener banco de sangre abierto.

e El banco de sangre debia realizar tamizaje para malaria por gota gruesa a las unidades de
sangre 0 en caso de no realizarse en la rutina, comprometerse a realizar el mismo a los
donantes que aceptaran participar en el estudio.

e Los reportes de SIVIGILA para malaria, en los afios previos

e Los informes de gestion realizado por la Coordinacién Red Nacional de Bancos de sangre,
especificamente en lo relacionado con unidades de sangre captadas y tamizadas, asi
como los datos que se tenian de muestras positivas para gota gruesa en afios anteriores al

inicio del proyecto.

4.1.2 Tamafo de la muestra:

Para el célculo del tamafio de muestra se tuvo en cuenta los reportes de SIVIGILA para
malaria, en los afios previos de los departamentos seleccionados, ademas de los informes de
gestion realizado por la Coordinacion Red Nacional de Bancos de sangre, especificamente en
lo relacionado con unidades de sangre captadas y tamizadas, asi como los datos que se tenian
de muestras positivas para gota gruesa en afos anteriores al inicio del proyecto.

La muestra total estaba compuesta por donantes aceptados, distribuidos de la siguiente forma:

e Donantes aceptados: El tamafio de muestra se calculé en 750 donantes aceptados,
teniendo en cuenta los datos de prevalencia de infeccion por malaria en donantes de
sangre reportada por los bancos de sangre al INS en los Ultimos 3 afios que es

aproximadamente 0,4%, esperando encontrar al menos 3 casos.

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011

Conmutador (1) 220 77 00 fax 220 7700 Ext. 1200 — 1291

Pégina 11 de 47 Avenida calle 26 No. 51-20, Bogota, D.C., Colombia @
Apartados 80080 y 80334

Yo

( = li:Net = ATBGP
www.ins.gov.co % é 1000

e-mail ins@ins.gov.co icontec

Linea Gratuita: 018000113400 A

Micontec

150 9001
O




= INSTITUTO MinSalud PROSPERIDAD

NACIONAL DE Ministerio de Salud
SALUD € y Proteccién Social PARA T S

Para el célculo se utilizé el programa, Epi-Info 6.04, teniendo en cuenta los siguientes

parametros estadisticos, prevalencias estimadas (0,4%- 0,57%), un nivel de Confianza de 95%

y poder 80%. La distribucién del tamafio de muestra, se estableci6 asi:

Tabla 1. Tamafio muestral

Departamento Banco de sangre g;r'%a:geosb teni d:se % gggpigtdeoss
Antioquia Banco de sangre 4.194 9,94 75
Antioquia Banco de sangre 12.562 29,76 222
Coérdoba Banco de sangre 10.161 24,07 181

Meta Banco de sangre 5.694 13,49 101
Risaralda Banco de sangre 9.600 22,74 171

Total 42.211 100 750

Con el fin de distribuir este valor de forma proporcional, ajusté de acuerdo a la captacion de

cada banco de sangre y se obtuvo un tamafio de muestra para cada entidad participante:

Banco de sangre de Apartadé: 75
Banco de sangre de Medellin: 222
Banco de Sangre de Villavicencio: 101
Bancos de Sangre de Cérdoba: 181

Bancos de Sangre Risaralda: 171

Criterios de inclusién

Los donantes de sangre hubieran sido declarados aptos para realizar su donacién en los

respectivos bancos de sangre que estuviera participando en el estudio.

Consentimiento Informado

A todos los participantes en el estudio, se les pidi6 autorizacién y consentimiento para

participar en el mismo, para ello se utilizé un lenguaje claro y sencillo y quienes estaban de

acuerdo en participar fueron informados de los riesgos, beneficios y derechos de la

participacion; a estos individuos, se les entregd una copia con la informacién resumida del

estudio, que incluia los datos de los investigadores principales, en caso de que requirieran

informacion adicional. Luego se les proporciono un ejemplar del consentimiento Informado para

ser diligenciado y firmado.
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I Analisis de Variables:

Se realizd andlisis de las variables demograficas como: departamento de donacion, edad,
género, actividad o empleo, procedencia del donante, resultado seroldgico, entre otras. La
variable ocupacion fue unificada en las bases de datos de acuerdo a la "Metodologia de la
Clasificacion Internacional Uniforme de Ocupaciones (CIUO) [6]. Los municipios fueron
unificados de acuerdo al listado de Codificacion de municipios y centros poblados del DANE
2009 [7]. El tipo de donante, fue unificado de acuerdo a los criterios establecidos en la Guia
para la seleccion y atencion de donantes de sangre y hemocomponentes en Colombia [8].

4.2 Recoleccién de muestras:

4.2.1 Anonimizacion de las muestras de donantes de sangre:

Todos los datos recolectados se manejaron con la mayor confidencialidad, por lo cual a cada
uno de los bancos de sangre participantes les fue asignado un cédigo de participante que
facilitara la anonimizacion de las muestras de los donantes de sangre. Las muestras se
codificaron teniendo en cuenta, adicionar la letra M, seguida del nUmero que equivale al cédigo
asignado al banco participante y seguido del nimero consecutivo que asignd el banco de

sangre al donante de sangre partiendo del nimero uno, de la siguiente forma:

e Antioquia —Apartado MO1-(_ )
e Antioguia-Medellin MO02- ()
e Cordoba -Monteria MO3- ()
e Cordoba -Monteria MO04. ()
e Meta- Villavicencio MO5- ()
e Pereira- Risaralda MO6- (__ )
e Pereira- Risaralda MO7- ()

La confidencialidad fue responsabilidad de los diferentes bancos de sangre y del Instituto
Nacional de Salud de Colombia, segun las practicas y los estandares actuales.

4.2.2 Toma de la muestra de sangre para laminas de gota gruesa:

Los donantes fueron entrevistados acorde con los protocolos de los bancos de sangre para
seleccionar los donantes, teniendo en cuenta los lineamientos establecidos en la guia unificada
de seleccién de donantes [8] y de aceptar participar en el estudio, se procedi6 a la realizacién
de los procedimientos de rutina en el banco de sangre y a la toma de las muestras para el
estudio.

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011

Conmutador (1) 220 77 00 fax 220 7700 Ext. 1200 — 1291

Pégina 13 de 47 Avenida calle 26 No. 51-20, Bogota, D.C., Colombia @
Apartados 80080 y 80334

Yo

( = li:Net = ATBGP
www.ins.gov.co % é 1000

e-mail ins@ins.gov.co icontec

Linea Gratuita: 018000113400 A

Micontec

150 9001
O




INsTITUTO

PROSPERIDAD
NACIONAL DE \ Ministerio de Salud
SALUD y Proteccién Social l PARA Toms

En el momento de realizar la toma de muestra por puncion dactilar, para medir la hemoglobina,

se realiz6 la toma de las gotas de sangre para elaborar las laminas de gota gruesa de acuerdo
a los parametros establecidos para este fin y a los lineamientos dados en las capacitaciones
realizadas para unificar dicha metodologia en los diferentes bancos de sangre.

Una vez dichas muestras estuvieron secas, se procedié a realizar la coloracién de acuerdo al
protocolo establecido que fue socializado con los bancos de sangre en las capacitaciones
realizadas, con la coloracion de Romanowsky modificado.

4.2.1 Lecturade laminas:
Las gotas gruesas, fueron consideradas como negativas cuando no se encontraron formas
parasitarias al examinar microscopicamente las dos gotas gruesas, con objetivo de 100X. En
caso de tener alguna muestra positiva en la lectura, se realizaria la respectiva identificacién de

la especie parasitaria y su recuento.

Los procedimientos de toma de muestra, elaboracion de gotas gruesas, coloracion y lectura de
las mismas, fueron realizados al 100% de las muestras colectadas en los bancos de sangre y

estos remitieron el resultado de la lectura, al momento de realizar la remisién de las laminas.

4.2.3 Toma de la muestra de sangre en papel filtro:

Se efectud de acuerdo al protocolo establecido en cada banco de sangre, sin realizar un
proceso de puncién adicional al donante; posterior a la colecta de la unidad de sangre, en el
momento del corte del piloto, se realiz6 la toma de muestra correspondiente para impregnar los
ocho circulos demarcados en el papel filtro, de tal forma que a la caida libre de las gotas de
sangre, el papel se impregnara completamente por las dos caras (figura 1.)

O

: .
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| .

]

|

:

o e,
Paso 3. Vista parte posterior

Paso 1. Caida libre Paso 2. Muestra  impregnada
de la muestra desde correctamente en los 8 circulos del papel filtro.
el piloto.
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Figura 1. Proceso de recoleccién en papel filtro.

Una vez fueron tomadas las muestras, se procedié a dejarlas secar en un lugar fresco y seco a
temperatura ambiente del banco de sangre (que poseen aire acondicionado que mantiene la
temperatura alrededor de 16°C), las muestras fueron almacenadas de forma individual en
bolsas plasticas de cierre hermético y fueron conservadas a temperatura ambiente (figura 2 ), y
fueron enviadas al Instituto Nacional de Salud, en donde se realiz6 el procesamiento para las

pruebas de deteccion de Plasmodium por PCR.

FIGURA 2. AImacenamiento muestras en papel filtro
4.3 Procesamiento de las muestras

4.3.1 Ingreso y remisién de muestras

En el Instituto Nacional de Salud, se realiz6 recepcion de las muestras en el Coordinacion Red
Nacional de Bancos de sangre y servicios de transfusién, en donde se realiz6 el ingreso de las
mismas y su respectiva remision de acuerdo a los compromisos adquiridos: la sangre en papel
filtro fue direccionada al grupo de Bioquimica, para el procesamiento de PCR para Plasmodium
y las muestras de gota gruesa fueron remitidas al grupo de parasitologia Red, con el fin de
realizar el control de calidad indirecto del desempefio al 10% de las muestras que fueron

remitidas.
4.3.2 Control de calidad indirecto a laminas de gota gruesa:

Una vez las laminas de gota gruesa fueron recibidas en el grupo de parasitologia del INS,
fueron leidas e informadas: concordancia en el resultado reportado (lectura de positividad o
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s 8 que podrian d rSe: espesor (gruesa o
delgada), distribucion (tocando bordes o irregular), coloracion (deshemoglobinizacion,

coloracién inadecuada, contaminacion y precipitados), identificacién inadecuada. De acuerdo a

las evaluaciones realizadas se realizaron las recomendaciones de mejora.

4.3.3 Procesamiento de muestras de papel filtro por técnicas moleculares: para
diligenciamiento de Sandra Barrera

4.3.3.1. Extraccidon de ADN mediante Kit comercial
Se recibieron las muestras provenientes de cada Banco de sangre con la muestra impregnada en

papel filtro en el grupo de Bioquimica y Biologia Celular, donde se verifico la calidad de la muestra

y se mantuvieron criterios de aceptacion o rechazo de muestras por ser inapropiadas (figura 3).

(=) !
&S S

-
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O

Figura 3: Muestrainadecuada en papel filtro

La extraccion de las muestras se realizd6 mediante el kit de Quiagen QlAamp® DNA Micro Kit
siguiendo las instrucciones del fabricante, al realizar las respectivas extracciones, se realizd un
control de la reaccion para para hacer verificacion del ensayo. Este procedimiento permitié obtener
un ADN libre de proteinas, DNAsas y otras impurezas que interfieren con la acciéon de las
polimerasas.

4.3.3.2. PCR universal y anidada

Para la deteccion de parasitos del género Plasmodium por PCR, se realiz6 una PCR que en la
primera fase amplifico la secuencia de género, y en la segunda fase, se realiz6 la amplificacion de
especie, de acuerdo a los protocolos establecidos por el grupo de Bioquimica del INS (MEN-
R03.000.3010-002). Los iniciadores utilizados en los ensayos de PCR fueron disefiados centrados

en la multicopia de la subunidad conocida como 18SrRNA, que se encuentra en todas las especies
de Plasmodium:

Informe técnico del proyecto:
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4.3.3.2.1. PCR UNIVERSAL. La primera reaccion de PCR, se emplearon iniciadores
especificos para determinar género (figura 4)
aprox 1050-1130 bp
) rPLUG rPLUS .
5 —

rPLU6: 5'- TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3
rPLUS: 5'- CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC -3

Figura 4: PCR Universal (amplificacién del gen ssr RNA 18s). Tomado de Snounou, G., et al (1993)

4.3.3.2.1.1 Controles PCR Universal
e Control de reactivos: Mezcla de PCR universal + 1 yL de Hz0.
e Control positivo: ADN de Plasmodium falciparum, cepa de referencia (3D7), Plasmodium
vivax y Plasmodium malariae.
e Control de extraccion: ADN humano obtenido a partir de sangre venosa de individuos
sanos.
4.3.3.2.2. PCR ANIDADA. Posteriormente se procedio a realizar una PCR anidada con iniciadores

especificos de especie (figura 5)

rFALL a 205 bp rFAL2 rvivi a 120 bp rviv2
P. falciparum I
rFALL: 5- TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT - 3 P. vivax
rFAL2: 5- ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC - 3 rVIV1: 5- CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC - 3

rVIV2: 5"-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA - 3

rMAL1 144 bp rMAL2

P. malariae

rMAL1L: 5-ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC - 3
rMAL2: 5-AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA- 3

Tomado de Snounou, G., et al (1
Figura 5: PCR Nested (amplificacién del gen ssr RNA 18s). Tomado de Snounou, G., et al (1993)
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4.3.3.2.2.1. Controles PCR Anidada

Reaccién usando los cebadores rFALL y rFAL2: amplifica la especie P. falciparum
o Control positivo: amplificado del universal ADN de P. falciparum.
e Control negativo: amplificado del universal de ADN de P. vivax, P. malariae y sangre venosa
de individuos sanos.
e Control de reactivos: mezcla de PCR anidada + Hz0.
e Control del sistema: mezcla de PCR anidada + solucién proveniente del tubo control de

reactivos preparado durante la PCR universal.

Reaccién usando los cebadores rVIV1 y rVIV2: amplifica la especie P. vivax (figura 6)

o Control positivo: amplificado del universal de ADN de P. vivax.

e Control negativo: amplificado del universal de ADN de P. falciparum, P. malariae y sangre
venosa de individuos sanos.

e Control de reactivos: mezcla de PCR anidada + Hz0.

e Control del sistema: mezcla de PCR anidada + solucién proveniente del tubo control de
reactivos preparado durante la PCR universal.

1234567889101 12131841516171818 20

1000 piy =—

100 pb—

Figura 6. PCR anidada, iniciadores rVIV1/rVIV2 (P. vivax). Carril 1) control negativo de la reaccion, carril 2)
control negativo de la PCR universal, carril 3) ADN humano, carril 4) marcador de peso molecular de 100
pb, carril 5y 6 ADN P. falciparum (cepa 3D7) y control interno respectivamente, carril 7) control positivo
ADN de P. vivax, carril 8) ADN de P. malariae, carriles 9-20) ADN extraido a partir de muestras de papel
filtro provenientes del departamento de Antioquia.

Reaccién usando los cebadores rMAL1 y rMAL2: amplifica la especie P. malariae (figura 7)
o Control positivo: amplificado del universal de ADN de P. malariae.
e Control negativo: amplificado del universal de ADN de P. falciparum, P. vivax y sangre
venosa de individuos sanos.
e Control de reactivos: mezcla de PCR anidada + Hz0.
e Control del sistema: mezcla de PCR anidada + solucién proveniente del tubo control de
reactivos preparado durante la PCR universal.
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Figura 7. PCR anidada, iniciadores rMAL1/rMAL2 (P. malariae). Carril 1) control negativo de la reaccion,
carril 2) control negativo de la PCR universal, carril 3) ADN humano, carril 4) marcador de peso molecular
de 100 pb, carril 5y 6) ADN P. falciparum (cepa 3D7) y control interno respectivamente, carril 7) ADN de P.
vivax, carril 8) control positivo ADN de P. malariae, carriles 9-20) ADN extraido a partir de muestras de
papel filtro provenientes del departamento de Antioquia.

4.3.3.3. Limite de Deteccioén

Se realiz6 el limite de deteccion, usando la cepa de laboratorio que se tiene FCB-1, con base en
en el calculo de ADN por parasito (200fg) (Mendoza, N. 1999) y se llegd a definir el limite de
deteccion en nimero de parasitos para P. falciparum, de 3 parasitos por microlitro (figura 6).

N MP 1 10 102 10° 104

Figura 8. Limite de Deteccién. Amplificacion de diluciones en serie a partir de un ADN puro de P. falciparum (cepa
FCB-1 6ng/ul); control de reactivos (N), marcador de peso molecular de 100pb (MP).

4.3.3.4. Analisis de los productos de PCR

Los productos de PCR para las dos reacciones fueron resueltos por electroforesis en gel de
agarosa al 2%, tefiido en solucién acuosa de bromuro de etidio 1 pg/mL y visualizados sobre luz
UV. Los resultados se registraran en un analizador de imagenes (figura 9).
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Figura 9. Productos de amplificacion en la PCR universal con cebadores rPLU6 y rPLUS5. Electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido en bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV. Carriles 1 y 2 control de reactivos, carriles 3y
4 ADN de Plasmodium y carril 5 marcador de peso molecular de 1Kb

4.3.3.5. Interpretacion de los resultados

De acuerdo a la amplificacion esperada, por parte de los iniciadores y sus respectivos tamafos
(figura 10), la tabla 2, indica el tamafio positivo de la banda de ADN correspondiente a cada

especie
TAMANO DEL
ESPECIE INICIADORES PRODUCTO
P. falciparum rFAL1/fFAL2 205 bp.
P. vivax rvivV1ly rVIiv2 117 pb.
P. malariae rMAL1 y rMAL2 144 pb

Tabla 2. Tamafio positivo de labanda de ADN correspondiente a cada especie
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Figura 10. Productos de amplificacion en la PCR anidada con cebadores especificos de especie (Gel de agarosa al

L

2%, teflido en bromuro de etidio y visualizado bajo U.V). Control de reactivo = R; Control ADN humano = H; Control
positivo P. falciparum = F; Control Positivo P. vivax = V; Control Positivo P. malariae = M

5 RESULTADOS:

Para el estudio se tenia establecida la colecta de 750 muestras de donantes, sin embargo fueron
remitidas por los bancos de sangre un total de 725, de ellas 44 muestra no fueron tenidas en
cuenta en términos de analisis, dado que eran inadecuadas para su procesamiento por criterios de

calidad (muestras de sangre en papel filtro).

Se procesaron en total de 681 muestras de donantes, todas resultaron negativas a la lectura por
gota gruesa, con concordancia del 100% en la evaluaciéon externa indirecta del desempefio.

Siete muestras (1,03%) resultaron positivas para Plasmodium falciparum por PCR, dos de
Antioquia, dos de Risaralda y tres de Meta, muestras a las que también se les realizo el proceso de
secuenciacion para corroborar la presencia del Plasmodium. Es de anotar que pese a que no se
colecto el total de muestras establecido en el protocolo, la muestra faltante es menor al 10% del
total calculado. Por tanto, esta es una muestra amplia (681 muestras), lo cual no debe preocupar
entorno a la representatividad y que esta reduccion no influyo en la decision de incluir o no a un

donante o en cambiar las decisiones de respuesta a las variables objeto de estudio.

5.2 Objetivo 1. Detectar la presencia de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P.
malariae), en donantes, provenientes de cinco bancos de sangre, aplicando gota

gruesa.
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El objetivo 1 se cumplié completamente, para ello los bancos de sangre realizaron el tamizaje
de cada muestra por gota gruesa, con la respectiva remision de los resultados, asi mismo se
realizé control de calidad indirecto del desempefio en el grupo de parasitologia, resultados que

se describe a continuacion:

5.2.1 Tamizaje de las Gotas gruesas en los bancos de sangre:

Cada uno de los bancos participantes realiz6 tamizaje por gota gruesa a cada una de las
muestras provenientes de donantes de sangre que aceptaran participar en el estudio,
resultando negativas a la lectura en microscopio el 100% de las muestras colectadas en el

marco de la investigacion, en los bancos de sangre, como se muestra en la ( tabla 3).
Tabla 3. Resultados de tamizaje por gota gruesa para malaria

Numero gotas Gota Gruesa
Departamento . Gruesas .. .
> Numero de ” Positivos Negativos
de donacién donantes leidas - % - %

Antioguia 186 186 0 0 186 100
Cérdoba 249 232 0 0 232 100
Meta 166 166 0 0 166 100
Risaralda 80 71 0 0 71 100
Total general 681 655 0 0 655 100

5.1.2 Control de Calidad Indirecto del Desempefio de las Gotas Gruesas:

De acuerdo a lo establecido en el protocolo de investigacién aprobado por el CTIN, se
realizaria control de calidad indirecto del desempefio al 10% de las muestras recibidas, sin
embargo en el grupo de parasitologia del INS se realizé control de calidad al 96,2% de las
gotas gruesas recibidas, en total se control6 la calidad de 655 muestras. Con respecto a la
concordancia en el resultado de la lectura, se presentdé 100% de concordancia entre lo
reportado por los bancos de sangre y la lectura realizada en el Laboratorio de parasitologia del

INS, aun para los casos de las muestras positivas por PCR.

En lo relacionado con los ocho tipos de errores técnicos 8 que podrian detectarse por lamina
de gota gruesa: espesor (gruesa o delgada), distribuciéon (tocando bordes o irregular),
coloracién (deshemoglobinizaciéon, coloracion inadecuada, contaminacion y precipitados),

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011
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I identificacién inadecuada, se tendria un total 0s probables para el

tamafio muestral leido en nuestro estudio, de la siguiente forma:

Se presentaron 203 errores de espesor (gruesa o delgada), seis de distribucion (tocando
bordes o irregular), 798 de coloracidon (deshemoglobinizacién, coloraciéon inadecuada,
contaminacion y precipitados) y 7 de identificacion inadecuada, lo que evidencia que aunque
se presentaron algunos errores técnicos, en su mayoria 80,6% la muestra fue adecuada (figura
11). Con respecto a los errores técnicos que se presentaron, en su mayoria estan relacionados

con coloracion y aunque podrian demorar un poco mas la lectura, no impiden la realizacién de

las mismas.
Resultados Evaluacion Externa del Desempeiio Indirecto a Gotas
Gruesas por Departamento, errores técnicos
100.0 52
90.0 81.2 - J&5 80.6
80.0 74.5 ;
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0 20.3
20.0 13.6 12.3 17:3 15.2
R - | L | — [ |
Antioquia Cordoba Meta Risaralda Total
sin errores @ Espesor  mDistribucién  mColor Identificacion inadecuada

Figura 31. Resultados evaluacion Externa del Desempefio Indirecto (EEID) a Gotas Gruesas por Departamento,
errores técnicos.

Se presentaron 5 laminas de gota gruesa que fueron remitidas con lectura negativa, a las
cuales no se les pudo realizar control de calidad debido a que las muestras recibidas estaban
demasiado densas.

5.2 Objetivo 2. Detectar infecciones asintomaticas por P. falciparum, P. vivax, P.
malariae o infecciones mixtas, por medio de la técnica de PCR en muestras de
donantes de los bancos de sangre seleccionados para el estudio.

El objetivo planteado se cumplid, el grupo de Biogquimica y Biologia Celular recibi6 728 de las
cuales se rechazaron 47 muestras, por insuficiencia de muestra en los papeles filtro 45 muestras
(figura 3) y 2 muestras por que llegaron los papeles filtro sin muestra. Se procesaron 681 muestras
procedentes de Antioquia (186), Cérdoba (248), Meta (167), Risaralda (80) (Tabla 5).

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011
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Muestras Muestras
Departamentos Total Muestras Rechazadas Procesadas
Antioquia 201 15 186
Cdrdoba 274 26 248
Meta 171 4 75
Risaralda 82 2 80

Tabla 5. Total muestras ingresadas y procesadas por PCR.
De las 681 muestras procesadas para prueba de PCR, 7 (1,03%) muestras resultaron positivas
para Plasmodium falciparum por PCR, dos de Antioquia, dos de Risaralda y tres de Meta (figura

12).

300

200

MUESTRAS POSITIVAS PORPCR

CORDOBA

B TOTAL MUESTRAS

Figura 12. Muestras positivas por PCR
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Las siete muestras positivas por PCR para Plasmodium falciparum (figura 10), fueron procesadas

por secuenciacion para confirmar su positividad. Las demas muestras 674/681 fueron negativas
para la prueba de PCR (figura 13).

TOTAL MUESTRAS PROCESADAS POR PCR

Figura 14. Total muestras procesadas por PCR

Se muestra el gel de agarosa las primeras 3 muestras positivas correspondientes al departamento
de Meta (Figura 14).

12345678 91MM1121314121617158 19 20
1000 ph —

100 pby—

Figura 14. Muestras positivas Meta. Gel de bromuro de etidio tefiido al 2.5% de las muestras positivas de Meta. En
los carriles del 1-3 (controles negativos); carril 4 (ladder de 100-1000pb); carriles 5, 7,8 (muestras positivas); carril
16 (control positivo P. falciparum); carriles 9-15, 17, 18, 19,20 (muestras negativas)

Informe técnico del proyecto:
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Esta figura muestra los resultados del gel de agarosa donde se evidencian las 7 muestras positivas
por PCR (figura 15).

PPM M1 M2 M3 M4 M5 M6 C+PF C+PF 3D7 CEXT C-U C-N M7 CN

3
%
¥

i

Figura 15. Muestras positivas por PCR. Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2 muestra positiva 1(Medellin M02-29);
carril 3 muestra positiva 2 (Medellin M02-30); carril 4 muestra positiva 3 (Meta M05-06); carril 5 muestra positiva 4 (Meta
MO05-13); carril 6 muestra positiva 5 (Meta M05-16); carril 7 muestra positiva 6 (Pereira M07-05); carril 8 (control positivo
para P falciparum); carril 9 (control positivo par P falciparum); carril 10 (cepa de referencia 3D7, positiva para P
falciparum);carril 11 (Control negativo de la extraccion); carril 12 (Control negativo del Universal); carril13 (Control negativo

del nested); carril 14 muestra positiva 7 (Pereira M06-02); carril 15 (control negativo de la reaccion).

Secuenciaciéon de muestras

De acuerdo a los resultados positivos obtenidos en las PCR, en el diagnéstico de Plasmodium
falciparum, se decidié realizar secuenciacion a estas muestras para confirmarlas y asi poder
realizar el respectivo informe a los bancos de sangre correspondientes. Las muestras,
secuenciadas en el INS, fueron comparadas con P. falciparum 18S ribosomal RNA not in asexual
parasites. En color, se sefala el resultado de la comparacion de las secuencias obtenidas con las
secuencias reportadas en el NCBI, empleando la herramienta Blastn. Asi mismo se secuenciaron
tanto la cepa de referencia que se tiene para P. falciparum, como una muestras positiva para P.
falciparum obtenido de estudios previos que se usa como control y los controles negativos

(muestra de paciente negativo para malaria).

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011
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Los controles positivos empleados en esta prueba de secuenciacion mostraron resultados

esperados identificando P. falciparum

P.falciparum 18S ribosomal RNA not in asexual parasites

LOCUS: PFARGEB 2040 bp DNA linear INV 16-JUL-1996
DEFINITION: P. falciparum 18S ribosomal RNA not in asexual parasites.
ACCESSION: M19173

AACCTGGTTGATCTTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCACAGATTAAGCCATGCAAGTGAAAGT
ACATATGTAAGTAATATATTGAAACTGCGAACGGCTCATTAAAACAGTTATAATCTACTTGATGT
TTTTAATATAAGGATAACTACGGAAAATCTGTAGCTAATACTTGTGAAAATACCTTTTGATATATA
CATATGTATGTATCATTAAGGTATGTATTTGTTAGATATAAGAATAAAATAAATATAATTGAATTA
TAACAAAGAAGAAACACATAAAATATGTGTATTATCAATCGAGTATCTGACCTATCAGCTTTTGA
TGTTAGGGTATTGACCTAACATGGCTATGACGGGTAACGGGGAATTAGAGTTCGATTCCGGAG
AGGGAGCCTGAGAAATAGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATTC
TAAAAAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAATATCGAAAAATGATTTTGTAATTGGAAT
GATAGGAATTTACAAGGTTCCTAGAGAAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCATATATTAAAATTCTTCOAGT TAMMAGE TTCGTAGTTGAATATT
AAAGAATCCGATGTTTCATTTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATTATATATTTTGCTTTGTT
CAAAATAAGGTTTTCTAATAAATTATGTTTTTATCAGATATGACAGAATCTTTTTTAAAATCTCTTC
AATATGCTTTTATTGCTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAAAATTAAGTGTTCATAACAGAC
GGGTAGTCATGATTGAGTTCATTGTGTTTGAATACTACAGCATGGAATAACAAATATGAATAAG
CTAATTATTTTTTTTTTCATTATTTTTTTTGATATTCTTATTAGCTTAGTTACGATTAATAGGAGTA
GCTTTGGGGGCATTCGTATTCAGATGTCAGAGGTGAAATTCTAAGATTTTCTGGAGACGGACTA
CTGCGAAAGCATTTGCCTAATCTATTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGGAGTGAAGACG
ATCAGATACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATACCGACTAGGTGTTGGATGAATATAAAAAAT
ATATAAATATGTAGCATTTCTTAGGGAATGTTGATTTTATATTAGAATTGCTTCCTTCAGTACCTT
ATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGCGAGTATTCGCGCAAGCGAGAAAGTTAAAAGAA
TTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCTTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAAC
TCACTAGTTTAAGACAAGAGTAGGATTGACAGATTAATAGCTCTTTCTTGATTTCTTGGATGGTG
ATGCATGGCCGTTTTTAGTTCGTGAATATGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGATC
TTAACCTGCTAATTAGCGGTAAGTACACTATATTTTTATTTGAAATTGAATATAGGTAATTATACA
TGTTTATTCAGTGTTCAAATTAGGATATTTTTTTTATTAAAATATTCTTTTCCCTGTTTTACTAATA
ATTTGTTTTTTTTTACTCTATTTCTCTCTTCTTTTAAGAATGTACTTGCTTGATTAAATAAAGCTTC
TTAGAGGAACAGTGTGTATCTAACACAAGGAAGT TTAAGGCAACAACAGGTCTGTGATGTCCTT
AGATAAACTAGGCTGCACGCGTGCTACAATGATATATATAACAAGTTGTTAAAAATGTACTTATA
AATAAGTGTGTACAATTTTTCCTGTACTGAAAAGTATAGGTAATCTTTATCAGTATATATCGTAAT
TGGGATAGATTATTGCAATTATTAATCTTGAACGAGGAAGCCCGTCGCTCCTACCGATTGAAAG
ATATGATAAATTGTTTGGATATGAATTAAAATAATAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA
CCTGCGGAAGGATCATTAATATATGAAACG

Informe técnico del proyecto:
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A continuacion se evidencia el informe de secuenciacidn obtenido tanto para las muestras positivas

(7 muestras).

1. Muestra positiva 1 (Medellin M02-29). Para esta muestra se le realizd la secuenciacién en
corpogen. (Plasmodium falciparum 18S ribosomal RNA gene)
>MO02-29 FAL
AAATAAGGTTTTCTAATAAATTATGTTTTTATCAGATATGACAGAATCTTTTTTAAAATCTCTT
CAATATGCTTTTATTGCTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAAAAT

2. Muestra positiva 2 (Medellin MO2-30). Esta muestra fue secuenciada en corpogen.
(Plasmodium falciparum 18S ribosomal RNA gene)
>MO02-30 FAL
TAAGGTTTTCTAATAAATTATGTTTTTATCAGATATGACAGAATCTTTTTTAAAATCTCTTCAAT
ATGCTTTTATTGCTTTTGAGAGGTTTT-GTTACTTTGAGTAAAA-TAAG--GTTCA-A-

3. Muestra positiva 3 (Meta M05-06). Esta muestra fue procesada en el grupo de Fisiologia

molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz.

MUESTRA 06 (META) PRIMER FA-2. MARZO 28 DE 2014. GRUPO DE BIOQUIMICA Y
BIOLOGIA CELULAR Y RED NACIONAL DE BANCOS DE SANGRE (Plasmodium falciparum
18S ribosomal RNA gene)
TGTTATGACCTTATTTTACAAACGTACAAAACCTCTCAAAGCAATAAAAGCATATTGAAGAGA
TTTTAAAAAAGATTCTGTCATATCTGATAAAAACATAATTTATTAGAAAACCTTATTTTGAACA
AAGCAAAATATATAATATATTTGGTTTTCCCAAAACCAGTTTAA

4. Muestra positiva 4 (Meta M05-13). Esta muestra fue procesada en el grupo de Fisiologia

molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz

MUESTRA 13 (META). PRIMER FA-1. GRUPO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA CELULAR Y
BANCO DE SANGRE. ABRIL 4 DE 2014 Plasmodium falciparum 18S ribosomal RNA gene)

Informe técnico del proyecto:
Prevalencia de malaria asintomatica en donantes de bancos de sangre de Colombia, 2012. CTIN 34-2011
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5. Muestra positiva 5 (Meta M05-16). Esta muestra fue procesada en el grupo de Fisiologia

molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz

MUESTRA 16 (META). PRIMER FA-1. GRUPO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA CELULAR Y
BANCO DE SANGRE. MARZO 31 DE 2014 (Plasmodium falciparum 18S ribosomal RNA gene)

ATTATTTTGCTTTGTTCAAACAAGGCTTTCTAATAAATTATGTTTTTATTAGATATGACAGAAT

CTTTTTTAAAATCTCTTCAATATGCTTTTATTGCTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAAAA

TTAAGTGTTCATAACAGACGGGTAGTCATGATTGAAGGTTCATTGTGTA

6. Muestra positiva 6 (Pereira M07-05). Esta muestra fue procesada en el grupo de Fisiologia

molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz

MUESTRA 05 (PEREIRA) PRIMER FA-2. MARZO 28 DE 2014. GRUPO DE BIOQUIMICA Y
BIOLOGIA CELULAR Y RED NACIONAL DE BANCOS DE SANGRE (Plasmodium
falciparum 18S ribosomal RNA gene)
CGCATATTGAAGAGATTTTAAAAAAGATTCTGTCATATCTGATAAAAACATAATTTATTAGAA
AACCTTATTTTGAACAAAGCAAAATATATAATATATTTGGTTTTCCCAAAACCAGTTTAAA

7. Muestra positiva 7 (Pereira M06-02). Esta muestra fue procesada en el grupo de Fisiologia

molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz

MUESTRA 02 (PEREIRA). PRIMER FA-1. GRUPO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA CELULAR
Y BANCO DE SANGRE. MARZO 31 DE 2014 (Plasmodium falciparum 18S ribosomal RNA
gene)
TTTTGCTTTGTTCAAATAAGGTTTCTAATAAATTATGTTTTTATAGATATGACAGAATCTTTTT
TAAAATCTCTTCAATATGCTTTTATTGCTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAAAATTAAG
TGTTCATAACAGACGGGTAGTCATGATTGAGTTCATTGTGTA

Informe técnico del proyecto:
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para Plasm m. Esta muestra fue

procesada en el grupo de Fisiologia molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz

CONTROL POSITIVO Plasmodium falciparum PRIMER FA-2. MARZO 28 DE 2014. GRUPO DE
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA CELULAR Y RED NACIONAL DE BANCOS DE SANGRE (Plasmodium
falciparum 18S ribosomal RNA gene)
TGTTATGACCTTATTTTACCAAAGTAACAAAACCTCTCAAAAGCAATAAAAGCATATTGAAGAGA
TTTTAAAAAAGATTCTGTCATATCTGATAAAAACATAATTTATTAGAAAACCTTATGTTTGAACAG
AGCAGAATATATAATATATTTGGTTTTCCCAAACCAGTTTAAA

9. Control positivo. Cepa de referencia 3D7 Esta muestra fue procesada en el grupo de Fisiologia
molecular, por la Doctora Mary Luz Gunturiz

CONTROL CEPA DE REFERENCIA 3D7 PRIMER FA-2. MARZO 28 DE 2014. GRUPO DE
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA CELULAR Y RED NACIONAL DE BANCOS DE SANGRE (Plasmodium
falciparum 18S ribosomal RNA gene)
TGTTATGACCTTATTTTACTAAAAGTAACAAAACCTCTCAAAGCAATAAAAGCATATTGAAGAGA
TTTTAAAAAAGATTCTGTCATATCTGATAAAAACATAATTTATTAGAAAACCTTATTTTGAACAAA
GCAAAATATATAATATATTTGGTTTTCCCAAAACCAGTTTAAA

10. Controles negativos: no presentaron ningun problema en la secuenciacién.

Informe técnico del proyecto:
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5.3 Objetivo 3. Evaluar la utilidad de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para el
diagnostico de malaria asintomatica, comparandola con el examen microscoépico, en

donantes de sangre de los bancos de sangre seleccionados para el estudio.

De acuerdo a los resultados planteados anteriormente, todas las muestra resultaron negativas al
tamizaje por gota gruesa en los bancos de sangre y este resultado fue concordante con el control
de calidad indirecto al desempefio de las gotas gruesas realizadas, sin embargo 7 muestras fueron
reportadas como positivas por pruebas moleculares PCR y secuenciacion para P. falciparum para

el presente estudio, como se describe en la tabla 6.

La PCR para deteccién de malaria en donantes mostro su utilidad, dado que todas las muestras
fueron procesadas por gota gruesa en los bancos de sangre y se les realizé control de calidad al
96,2% de las muestras colectadas y ambos analisis mostraron concordancia del 100%, para
resultado negativos en la lectura de gota gruesa.

Tabla 6. Resultados obtenidos al tamizaje por gota gruesa y pruebas moleculares.

S GTESE Pruebas moleculares PCR P. falciparum y
) 9 secuenciacion.
Departamento Numero . ) . )
de donacién de positivos Negativos Positivos Negativos
donantes N - n - n - N -

Antioquia 186 0 0 186 100 2 1,08 184 98,9
Cérdoba 249 0 0 249 100 0 - 249 100

Meta 166 0 0 166 100 3 1,81 163 98,2
Risaralda 80 0 0 80 100 2 2,50 78 97,5
Total general 681 0 0 681 100 7 1,03 674 98,9

5.4 Objetivo 4. Describir las caracteristicas socio-demograficas de donantes de sangre aceptados
en el estudio:

La base de datos fue sometida a control de calidad al proceso de digitacion y fueron depuradas
para los municipios del pais de acuerdo a la lista de municipios del DANE [7]y las ocupaciones de
acuerdo al documento de [6]

Informe técnico del proyecto:
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| La descripcion de caracteristicas de l0s donar
estudio provenientes de donantes de sangre figura 16, distribuidas de la siguiente forma:

186 muestras de Antioquia, (provenientes de dos bancos de sangre uno en Medellin y el
otro en Apartadd), 166 de Meta, 249 de Cdérdoba (provenientes de dos bancos de sangre) y

80 de Risaralda Figura 17.
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Distribucion de muestras colectadas en el estudio

B Risaralda

12% Antioquia W Antioquia
; 27%
R m Cordoba
| 24% ™ Meta
M Risaralda

Figura 17. Distribucién de muestras colectadas en el estudio por departamento.

e Distribucion de donantes de sangre aceptados en el estudio por por departamento y
sexo:

Con respecto a los donantes de sangre que fueron aceptados en el estudio el 26,1%
fueron de sexo femenino y el 74,3% fueron de sexo masculino. Se observa que para los
departamentos de Risaralda y Meta méas del 92,6%, de los donantes pertenecen al sexo
masculino, contrastado con el departamento de Cérdoba en el cual el porcentaje de similar
entre los dos sexos. Figura 18.

Distribucion de donantes de sangre aceptados en el
estudio por departamento y sexo
Total
Risaralda
Meta
Cordoba
Antioquia
0% 20% 40% 60% 80% 100%
B % Femenino W% Masculino

Figura 18. Distribucién de donantes de sangre aceptados en el estudio por departamento y sexo

e Distribucion de donantes de sangre aceptados en el estudio por grupo etario:
La edad promedio para ambos sexos fue de 34,7 afios y la mediana de 33 rango de 18 a
65 afios; Con respecto a la distribuciéon por grupo etario, se observa que el 68% de los
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[ donantes de sangre estan en el rao de edad de a 40 anos de edad, 40,4%
pertenecen al grupo etario entre 18- y 30 afios, seguidos por el 27,8 que tienen rango de
edad entre 31y 40 afios figura 19.

50 104 Donantes de sangre por grupo etario
40
30
20
10.6
10
15
0
18-30 31-40 41-50 51-65 Sin dato

Figura 19. Donantes de sangre por grupo etario

e Distribucion de donantes de sangre aceptados en el estudio por sexo y edad:
Con respecto a la distribucion por sexo y edad se observa que la distribucién entre los dos
sexos por rango de edad es similar, es decir que entre la poblacion de donantes, aunque
se observa un mayor nimero de donaciones del sexo masculino, se evidencia que entre
los diferentes grupos etarios el porcentaje de donantes es similar por rangos de edad,
observandose el mayor porcentaje de donaciones entre 18 y 30 afios de edad (entre el
43,5% y 39,3% de las donaciones pertenecen a hombres y mujeres respectivamente),

figura 20
Distribucion de donantes de sangre aceptados en el
estudio por sexo y edad
Total
Sindato
51-65
41-50
31-40
18-30
0% 20% 40% 60% 80% 100%
®m Femenino  m Masculino

Figura 20. Distribucién de donantes de sangre aceptados en el estudio por sexo y edad

e Distribucion de donantes de sangre aceptados en el estudio por departamento de
procedencia:
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En cuanto a procedencia, se observa que de los individuos que realizaron su donacién en alguno
de los bancos de sangre ubicados en los cuatro departamentos del estudio, procedian de algun
municipio del mismo departamento en la siguiente proporcién 82,8%, 84,7%, 68,8% y 59,6%,
procedentes de Antioquia, CAordoba, Risaralda y Meta respectivamente. Sin embargo se observa
gue existen migraciones entre los individuos que donaron y procedian de 27 departamentos del
pais; asi mismo se observa que se presentd la donacidn de tres extranjeros procedentes de
Argentina, Estados Unidos y Venezuela, las dos primeras en Antioquia y la Ultima en Cérdoba

Tabla 7.

Departamento de | Lugar de donacién

e @ Antioquia Cérdoba Meta Risaralda Total
Antioquia 82,8 3,2 2,4 2,5 24,7
Arauca - - 1,2 - 0,3
Atlantico 0,5 2,0 - - 0,9
Bogota 1,6 0,8 6,6 - 2,3
Bolivar 1,1 2,0 - - 1,0
Boyaca 0,5 - 1,8 - 0,6
Caldas 1,1 - 0,6 8,8 15
Caqueta 0,5 - 1,2 - 0,4
Casanare - - 1,2 - 0,3
Cauca - - - 1,3 0,1
Cesar - 0,8 - - 0,3
Choco 2,2 - 0,6 - 0,7
Cérdoba 2,7 84,7 0,6 - 31,9
Cundinamarca - - 10,8 2,5 2,9
Guaviare - - 2,4 - 0,6
Huila - - 2,4 - 0,6
La Guajira - 0,4 - - 0,1
Magdalena 0,5 0,4 - - 0,3
Meta - - 59,6 - 14,5
Norte Santander 0,5 - - - 0,1
Quindio 0,5 - - - 0,1
Risaralda 1,1 - - 68,8 8,4
San Andrés Islas - 0,4 - - 0,1
Santander 0,5 - 0,6 1,3 0,4
Sucre - 2,4 - - 0,9
Tolima - 0,4 3,6 - 1,0
Valle del Cauca 2,7 1,2 3,6 10,0 3,2
Sin Dato - 0,8 0,6 5,0 1,0
Argentina 0,5 - - - 0,1
EEUU 0,5 - - - 0,1
Venezuela - 0,4 - - 0,1
Total General 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Tabla 7. Distribucion de donantes de sangre por departamento de nacimiento y de donacion
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B . Distribucion de donantes de sangre aceptados en el estudio por departamento y
ocupacion:

¢

Con respecto a la distribucion de ocupaciones, el 20,7% de los donantes se dedican como
trabajadores generales, 14,4 a actividades de comerciantes, 12,5% a actividades de oficina
(secretarias, mensajeros, etc), 9,8% son estudiantes y 10,7% profesionales.

En general las ocupaciones de los donantes varian por Departamento, en Antioquia los dos
principales grupos de ocupacién se distribuyen entre estudiantes y profesionales (16,7% y16,1%
respectivamente), en Cérdoba entre trabajadores generales y comerciantes (30,1% y 17,7%), en

Meta Comerciantes y fuerzas militares (21,7% y 15,1%) y en Risaralda Trabajadores Generales y
Auxiliares (25,0 y 32,5), como se observa en la figura 21.

Distribucion por Departamento de donacion y
actividad economica

10%
0%
Antioquia Cordoba Meta Risaralda Total
m 0.Fuerzas Militares m L.Empleados Publicos | 10.Hogar m1l.5inEmpleo
W 12.Estudiantes ™ 13.Pensionados W 2.Profesionales W 3. Tecnicos
Y Asesores B 6. Trabajadores Rural W 7.Constructores Y Operarios
® 3.Conductores 9.Trabajadores Generales W Sin Dato

Figura 21. Distribucién de donantes de sangre por departamento de donacidn y actividad econémica, de acuerdo

a categorizacion segln Metodologia Clasificacién Internacional Uniforme de Ocupaciones Adaptada para
Colombia (CIUO) [6].

W4 Auxiliares W5 Comercian

e Frecuencia por tipo de donante:

Con respecto a la frecuencia por tipo de donante y departamento de donacién, el donante
voluntario de primera vez es el mas frecuente que equivale al 38,6%, seguido del donante
voluntario no repetitivo 21,6%, voluntario habitual 21,3% y 18,1% donante de reposicion.
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Distribucion por Departamento y tipo de donante

100%
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60%
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0%
Antioquia Cordoba ,Me_t]a Risaralda Total
m Dador Por Reposicion m Donante Dirigido m Sin Dato
| Voluntario Habitual m Voluntario No Repetitivo m Voluntario Primera Vez

Figura 22. Distribucién de tipo de donante por departamento de donacién
e Conrespecto alos casos que resultaron positivos a PCR y secuenciacion:

De las 681 muestras que fueron aceptadas en el estudio, siete resultaron positivas por PCR y
Secuenciacion para P. falciparum, distribuidos: dos de donantes del banco de sangre de Antioquia
(1,1%), dos (2,5%) de Risaralda y tres (1,8%) de Villavicencio figura 23.

Malaria asintomatica en donantes de sangre, por
departamento de colecta
100.0
80.0
60.0
=
40.0
20.0
. Antioquia Cordoba Meta Risaralda Total general
M Positivos 1.1 - 1.8 2.5 1.0
| Negativos 98.9 100.0 98.2 97.5 99.0

Figura 23. Malaria asintomatica en donantes de sangre, por departamento de colecta
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B |0s donantes positivos, tres correspondieron a donantes que realizaron su donacién de sangre
en el banco del departamento del Meta, sin embargo los tres tienen diferentes sitios de nacimiento
(Ibagué, Bogota y Villavicencio).

De los dos positivos de los bancos de sangre de Risaralda uno nacié en Valle del Cauca y el otro
llama la atencién ya que proviene y nacié en la Virginia, zona de alta endemicidad para Malaria en
dicho departamento. De los dos que donaron en Antioquia, ambos nacieron en el mismo
departamento, uno en Envigado y otro en Medellin.

De los donantes positivos cuatro (57,1%) corresponden a sexo femenino y tres (42,9%) a sexo
masculino. En cuanto a distribucién por tipo de donante, cuatro provenian de donantes de sangre
de primera vez (57,1%), dos (28,6%) a donantes habituales y uno era voluntario no repetitivo. En
cuanto a ocupacion el 57,1% corresponden a estudiantes (Tabla 8).

Lugar de .
Cas_o_s Nacimiento Pronotesl eda
positivo Municipi d Sexo Ocupacion
S o Dto Municipio |Dto
M05-06 | Ibagué Tolima | Villavicenci | Meta 41 Femenin | Comerciante | Vol. Primera vez
M05-13 | Bogota Bogota | Villavicenci | Meta 18 Masculin | Estudiante Vol. Primera vez
M05-16 | Meta Meta Villavicenci | Meta 59 Femenin | hogar Vol. habitual
MO7-05 |La Risarald | La Virginia | Risaralda | 33 Masculin | Coordinador | Vol. Primera vez
M06-02 | Cartago |Valle del| Pereira Risaralda | 22 Femenin | Estudiante Vol. habitual
M02-29 | Envigado | Antioqui | Medellin Antioquia | 22 Masculin | Estudiante Voluntario no
M02-30 | Medellin | Antioqui | Medellin Antioquia | 28 Femenin | Estudiante Vol. Primera vez

Tabla 8. Casos positivos por PCR y secuenciacion

5 DISCUSION:

El estudio incluy6 un total de 681 muestras de donantes de sangre, lo cual permite inferir que la
representatividad de la muestra es pertinente, dado que permite conocer las variables relacionadas
con el problema que estudio, que es la casuistica de malaria en donantes de sangre; asi mismo, se
tienen datos de malaria en donantes desde la tamizacion y datos poblacionales que permiten
comparar los resultados obtenidos; lo anterior, permite considerar como relevantes los hallazgos

del estudio para la poblaciéon de donantes de sangre.

De otro lado y considerando que por motivos de maodificaciéon de los bancos a participar y de su
cantidad de muestras no permite estimar un valor especifico para cada departamento participante,
pero si indicar la posibilidad de presentacion de casos como se evidencia y podrian presentarse
considerando que la poblaciéon de donantes es de manera general similar en los departamentos y

que por la dinamica de su colecta de sangre el nimero muestras a analizar puede ser superior a

Informe técnico del proyecto:
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W8 valores establecidos como base del muestreo. E 10, datos permiten inferir que
existe un riesgo probable de infeccion transfusional (ITT) dados los hallazgos de casos positivos de
malaria en donantes de sangre que fueron aceptados, particularmente en departamentos donde se
tiene un indice parasitario IPA superior a 3 y prevalencia de malaria superior a 3 [9], o donde se
notifiquen de manera regular malaria poblacional, como es el caso de los departamentos de
Antioquia, Cérdoba, Risaralda y Meta, [9]; asi mismo, que este riesgo puede ser variable en los

diferentes departamentos dependiendo de esta prevalencia.

Todas las especies de Plasmodium, pueden transmitirse por transfusién de componentes celulares,
como los glébulos rojos, ya que el parasito puede sobrevivir hasta a 4°C hasta por 20 dias [10]; los
donantes implicados en malaria transmitida por transfusion (MTT), usualmente son semi-inmunes,

presentan densidades parasitarias por debajo del limite de deteccién de los ensayos.

La seguridad de los componentes sanguineos depende de muiiltiples factores, entre ellos los
criterios de seleccion de donantes, pruebas serolégicas utilizadas para tamizacion de agentes
infecciosos transmitidos por transfusion y demas estrategias o filtros que se establezcan con el fin
de disminuir la probabilidad de que individuos con riesgo de infecciéon o unidades de sangre con
estandares de calidad no adecuados lleguen a ser transfundidos; dentro de estos filtros, las
pruebas de tamizacién con sensibilidad adecuada tienen un papel muy importante en la reduccién

de la transmisién de agentes patdgenos.

El riesgo de malaria transmitida por transfusién sanguinea (MTT), se ha incrementado como
consecuencia del aumento en las migraciones de zonas endémicas a no endémicas [11]. No hay
normas universalmente aceptadas para prevenir la malaria transfusional [12, 13] en algunos
paises, se difiere de acuerdo a preguntas especificas en las encuestas de seleccion de donantes y
en otros paises, adicionalmente se aplican algunas pruebas de laboratorio establecidas para
deteccion de Plasmodium, a donantes provenientes de zonas endémicas.

Para la disminuciéon del riesgo transfusional por malaria en Colombia, se aplican criterios de
diferimiento a las personas que hayan padecido malaria y hayan recibido tratamiento completo, sin

resistencia ni recaidas y se difieren por 3 afios; si el donante presento recaidas o resistencia se

difiere por 5 afios después del Gltimo episodio y se difiere de forma permanente a aquellos que no

completaron el tratamiento antimalarico [8]. Adicionalmente a lo mencionado, por norma se realiza
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B gruesa en zonas que tienen endémicidad como
resoluciéon 901 de 1996 [14, 15].

eto 1571 de 1993 y la

La gota gruesa es la técnica “estandar de oro”, tiene una sensibilidad de 70% en las mejores
condiciones para su lectura, pero es una prueba operador dependiente que requiere un
entrenamiento adecuado para su ejecucion, lo cual sugiere que al menos 30% de los casos de

lectura por gota gruesa podrian tener resultados falsos negativos.

Segun reportes la sensibilidad de la gota gruesa varia dependiendo de la experticia del
microscopista, en manos de expertos la sensibilidad puede variar entre 5 - 50 parasitos por L [16],
otros reportes hablan de incluso entre 10-30 parasitos [17], pero en la vida practica la mayoria de
los laboratorios de rutina logran una sensibilidad menor, que puede ser de alrededor de 500
parasitos/uL [16, 18, 19], por lo descrito anteriormente la aplicacion de gota gruesa de forma
masiva en donantes de sangre no es aplicable, por el volumen de unidades a tamizar y
requerimientos de destreza en dicho tamizaje, en el personal que realizar la lectura de dichas
laminas en los bancos de sangre, como se aplica para otros agentes infecciosos mediante el uso
de plataformas tipo inmunoensayo que facilitan la realizaciéon de un nimero de pruebas importante

de manera simultanea.

Objetivo 2

De las 681 donaciones provenientes de donantes de sangre distribuidas de la siguiente forma: 186
muestras de Antioquia, 166 de Meta, 249 de Cdérdoba y 80 de Risaralda, resultaron positiva 1,03%,
este hallazgo sorprende, debido a que los donantes de sangre sufren un proceso de seleccién que

evalla factores de riesgo para diversos eventos de riesgo transfusional, incluido malaria.

A nivel de nuestro pais, se han realizado tres estudios que pretendian detectar infeccién con
Plasmodium en donantes de sangre:

El primero fue publicado en 1982, pretendian realizar una deteccion de anticuerpos contra
Plasmodium mediante inmunoensayo (ELISA in house), en una poblacion de 3114 donantes de
sangre del Hospital Militar de Bogota, se encontré que un 8,6% por mil fueron positivos para
anticuerpos anti-malaricos utilizando antigenos de P. falciparum, asi mismo en el mismo estudio
detectaron 3 casos de malaria transmitida por transfusion [20]. El segundo, en el Hospital San
Vicente de Paul en Medellin, en 392 donantes de sangre procedentes de diferentes lugares del
departamento de Antioquia, a quienes se les realizé deteccion de anticuerpos de tipo IgG por IFI
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M unofluorescencia indirecta), encontrando un ]. El tercer estudio se
realizé en Cali publicado en 2005, a 286 donantes de sangre se les aplicd deteccién mediante

inmunoensayo (ELISA) y PCR para la deteccién de Plasmodium, sin encontrar casos positivo [22].

Objetivo 3.

Un estudio realizado por Scopel demostr6 que las muestras de sangre total recolectadas sobre
papel filtro proporcionan un ADN de buena calidad, comparado con el obtenido a partir de gotas
gruesas coloreadas [23]. La recoleccién de muestras en papel de filtro es un método muy util y
conveniente para el desarrollo de estudios de epidemiologia molecular, debido a que la muestra

mantiene sus caracteristicas, ademas de ser un método simple y econémico.

Una desventaja de la PCR son sus altos costos, lo cual hace dificil implementar esta prueba como
método de tamizaje de rutina; sin embargo, en los centros de referencia es de gran utilidad en
situaciones especiales como el esclarecimiento de infecciones nosocomiales y en bancos de
sangre 6 en unidades de trasplantes de 6rganos [24]. Lo encontrado en el estudio en cuanto al
limite de deteccion de la PCR, en nimero de parasitos para Plasmodium falciparum fue de 3
parasitos/uL de sangre, lo cual es de importancia ya que segun el limite reportado para gota
gruesa, varia entre 10-30 parasitos/pL de sangre y la sensibilidad del método depende de muchos
factores, como la experiencia del microscopista, la calidad de la coloracién, el mantenimiento del
microscopio y el tiempo disponible para examinar cada muestra [17].

Objetivo 4.
El hallazgo de un 1,04% de muestras positivas, nos indica que se deben agudizar ain mas los
criterios de diferimiento para a través de la encuesta y la entrevista, poder afinar un poco mas la

seleccion de los mismos, a fin de reducir el riesgo de malaria transmitida por transfusion.

Con respecto a la distribucion por grupo etario, se observa que el 68% de los donantes de sangre
estan en el rango de edad de 18 a 40 afios de edad, con un promedio de edad de 34,7 afios y de
los que resultaron positivos para P. falciparum fue de 32 afios, lo que evidencia que la poblacién de
donantes para este estudio es de poblacion de donantes de sangre jovenes, dato que coherente
con el comportamiento de donantes de sangre a nivel nacional, siendo el grupo de donantes de
sangre entre 18-30 afios el que esta en la base de la pirdmide poblacional de donantes, seguido de
los donantes de 31-40 afios [25].
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B cuanto a procedencia, se observa que de
de los bancos de sangre ubicados en los cuatro departamentos del estudio, procedian de algun
municipio del mismo departamento en la siguiente proporcién 82,8%, 84,7%, 68,8% y 59,6%,de
Antioquia, Cérdoba, Risaralda y Meta respectivamente. Sin embargo se observa que existen
migraciones entre los individuos que donaron y procedian de 27 departamentos del pais; el
aumento de las migraciones por los viajes y por el aumento de las migraciones de areas
endémicas a no endémicas (Elghouzzi, Senegas et al. 2008), generan inquietud sobre el
afinamiento de las medidas para seleccién de donantes y el indagar a fondo sobre la procedencia o
migraciones de los donantes de sangre, con el fin de reducir los riesgos por patégenos
relacionados a diferentes zonas del pais. Se encontr6 en el presente estudio la donacién efectiva
de tres extranjeros procedentes de Argentina, Estados Unidos y Venezuela, las dos primeras en
Antioquia y la Ultima en Cérdoba.

Los hallazgos de posibles migraciones desde diferentes zonas del pais, ratifica la importancia de
continuar con la estrategia de tamizaje por gota gruesa a todas las unidades de sangre para este
marcador a nivel nacional, agudizando ain mas en los criterios de seleccién de donantes incluidos

en la guia unificada de seleccion de donante de sangre del Instituto Nacional de salud.

6 CONCLUSIONES:

e Existe un riesgo de ITT probable como se demostré con el hallazgo de 7 casos de malaria
por PCR en donantes aceptados.

e La PCR utilizada en el estudio, presentd especificidad en el diagnéstico de presencia del
parasito y mostré un limite de deteccion para P. falciparum de 3 parasitos/pl.

e La PCR es una técnica util para estudios epidemiol6gicos en los que es necesario el
procesamiento de una gran cantidad de muestras, es una herramienta Gt para el
diagnéstico de malaria en casos especiales como la deteccién de parasitémias que se
encuentra por debajo del umbral de deteccion de la microscopia, para establecer la
prevalencia real y la dindmica de transmision en areas en donde se presentan infecciones
con parasitemias bajas, usualmente no detectables por el diagnéstico de rutina que,
aunque no dan origen a una sintomatologia si permite la persistencia de la transmision, sin
embargo no es aplicable al tamizaje de rutina en bancos de sangre.

e A la fecha a nivel nacional esta es la primera aproximacion a conocer la prevalecia de

malaria asintomatica en donantes de sangre del pais, sin embargo, se puede concluir que
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por la experticia del

lector y la carga parasitaria el individuo que puede estar afectado por el patégeno.

e La PCR ha mostrado alta sensibilidad para la deteccién de malaria asintomatica, sin
embargo su aplicacion para el tamizaje de rutina no es viable, debido a la infraestructura y
capacitacion que necesita el personal que realiza estos montajes, adicional a los costos
son demasiado altos para su aplicacion en poblacion de donantes de sangre. Es (til para
reconocimiento de riesgo de ITT como se demostrd aqui con las 7 muestras evidenciadas
confirmadas por secuenciacién y que permitieron evidenciar la positividad de malaria; Es
importante resaltar la utilidad de este estudio ya que permite fortalecer las otras medidas

de control como encuesta seleccion etc.

7. ACTIVIDADES REALIZADAS POR CADA UNO DE LOS ACTORES QUE PARTICIPARON EN
EL PROYECTO:

Actividad Actor
Bancos de sangre de los diferentes departamentos
Acceso a los donantes, seleccién, socializacion del proyecto, obtencion de consentimiento

informado, toma de muestras, lectura de gotas gruesas y remision de las mismas.

Nohora Gonzalez -Grupo de Parasitologia Red

Capacitacion del personal de los bancos de sangre en tamizacién para malaria. Analisis del 10 %
de las muestras remitidas por control de calidad y remisién de resultados. Analisis de resultados
del control de calidad indirecto del desempefio y apoyo al analisis de resultados objetivo 1.

Sandra Barrera -Grupo Bioquimica

Procesamiento de muestras de sangre en papel filtro por PCR para Plasmodium, secuenciacién en
los casos en que aplicara y analisis de resultados de pruebas moleculares PCR, secuenciacion,
remisién de resultados, generacion de informe objetivos 2, discusion objetivos 3 , redaccién
resumen presentacion trabajo y direccién tesis de pregrado, generacién informe final.

Coordinacion Red Nacional de Bancos de Sangre y Servicios de Transfusién. Mauricio
Beltran — Maritza Berrio Pérez:

Coordinacién de acceso a los bancos de sangre, coordinacion logistica para capacitacion del
personal, capacitaciones, socializacién del protocolo a los bancos de sangre participantes,
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coordinacién para remision de materiales, reactivos y muestras, remision de muestras y

distribucion a los grupos del INS, retroalimentacion de resultados a los bancos de sangre, ingreso
de informaciéon demogréafica proveniente de las fichas remitidas a la base de datos del proyecto,
cargue de resultados en base de datos, andlisis de resultados, andlisis de resultados objetivos 1, 3
y 4, generacion de informe final.

8. CONFORMACION DEL EQUIPO DE INVESTIGACION:

Nombres y apellidos Institucion Funcién en el proyecto

Mauricio Beltran Duran Instituto  Nacional de  Salud, | Investigador principal
Coordinacion Red Nacional de
Bancos de Sangre

Sandra Milena Barrera Instituto Nacional de Salud Investigadora principal

Olga Maritza  Berrio | Instituto  Nacional de  Salud, | Co-Investigador

Pérez Coordinacion Red Nacional de

Bancos de Sangre
Nohora Elizabeth | Instituto ~ Nacional de  Salud- | Co-Investigador
Gonzalez Parasitologia Red

Tabla 9. Conformacién equipo de investigacion.
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9. PRODUCTOS Y RESULTADOS

cantidad Evidencia  soporte  referencia
Oles  EIEINEEs del 5T completa con la normas
y resultados .| (se deben informar los datos completos que evidencien el
compromis - vancouver / apa.
- cumplimiento) ) . .
0 adquirido (adjuntar evidencias)
Se estd desarrollando tesis de bacteriologia, Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca, quien el 9 de mayo del | Trabajo de tesis, se anexa carta
L . presente afio entregd su propuesta de anteproyecto titulada | de entrega de anteproyecto y
refﬂ:?g'ﬁﬂmange pl)retgrs;jode “Diagnéstico de Plasmodium mediante PCR en_donant_es de proyecto de te_sis en la
tres bancos de sangre, para descartar malaria asintomatica en | Universidad Colegio Mayor de
Colombia “. De la misma manera el 17 de octubre entrego el | Cundinamarca (anexo, 1-2)
proyecto a la Universidad
1
entrenamie
Capacitacion al | nto en
tesista en el | procesos Se realizéd entrenamiento y capacitacion de la estudiante de | Registro de asistencia a los
manejo de | relacionad | pregrado en procesos relacionados con extraccion de DNA, | seminarios (anexo, 3)
técnicas 0s con | PCR Universal, PCR anidada para Plasmodium, electroforesis | Cuaderno de experimentos del
moleculares extraccion | entre otros temas, con el fin de que ella desarrolle su tesis de | proyecto, al interior del grupo de
(PCR) para el|de DNA, | pregrado en el marco del proyecto de investigacion. Bioquimica y Biologia Celular
desarrollo de su | montajes (anexo 4.)
tesis por PCR
anidad

entre otros

Productos generados, no establecidos en el protocolo de

investigacion:

- Se realizaron 6 cursos en el marco del proyecto de
investigacion, con el fin de actualizar al personal de los

Cursos 5 cursos a bancos de sangre en aspectos relacionados con deteccién | Registros de asistencia a las
organizados por la red de de Plasmodium por gota gruesa. capacitaciones realizadas,
el grupo, | o agendas de los cursos (anexo 5).
. ancos de . . . h
relacionados con sangre - Los cursos fueron realizados en 5 ciudades del pais, | Se describe al detalle en la tabla
el proyecto Monteria, Medellin, Villavicencio, Apartad6 y Pereira, se | No. 3
capacitaron 65 profesionales de los bancos de sangre y se
realizd un curso adicional en el cual participaron
profesionales del Laboratorio de Salud Pdblica y
laboratorios clinicos de Pereira.
Publicaciones 1 articulo
divulgativas Cientifico Pendiente sometimiento de articulo cientifico. Pendiente
(especificar)
1 Se anexa carta de aceptacion de
Participacién en | presentaci | Se envi6 trabajo para participar en el 14° congreso |congreso, junto con la ubicacién
eventos on en | Internacional de Bacteriologia, el cual fue aceptado el 1 de | del respectivo trabajo (anexo 6 y
cientificos evento octubre, para participar en modalidad de poster. 7)
cientifico

Tabla 10. Resultados de Conocimiento
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