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RESUMEN
INTRODUCCION
La deteccion de anofelinos infectados por Plasmodium spp. se ha realizado tradicionalmente por medio de microscopia 6ptica e
inmunoensayos. Actualmente, las metodologfas basadas en la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), proveen
una alta sensibilidad y especificidad; sin embargo, algunos autores han reportado que inhibidores, presentes en el cuerpo del
mosquito, pueden disminuir la sensibilidad de la PCR para la deteccion de Plasmodinm spp., y tal efecto podtia reducirse con la
utilizaciéon de protocolos de extraccion de ADN que remuevan de forma eficiente los inhibidores potenciales.

OsJETIVO
Compatar dos protocolos de extraccién de ADN para la deteccion de infeccion por Plasmodinm spp. en Anopheles spp.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron diez mosquitos Angpheles stephensi infectados con Plasmodinm faleiparum, previamente disectados, para
separar cabeza-térax de abdomen, que fueron evaluados por dos protocolos de extraccién: uno con resina quelante y otro
sin resina; se realizaron diluciones del producto de extraccion y se amplificé el DNA por PCR anidada. Se compararon las
diferencias entre las frecuencias de amplificacién mediante la prueba t-Student y las hipétesis fueron probadas aplicando
la prueba de diferencia entre las proporciones de dos poblaciones.

ResuLTADOS

En especimenes cuyo ADN fue extraido usando el protocolo sin resina quelante la amplificacion de ADN del parasito fue
de 11,6%, y con el protocolo con resina fue 6,6%. Del total de las amplificaciones, un 20% correspondieron a material de
extraccion sin dilucion y un 7,5% a material de extraccion diluido 1:10; la diferencia entre las proporciones de amplificacion
fue estadisticamente significativa (p<0,05).

CONCLUSIONES

El protocolo que con mayor eficiencia permitié detectar ADN del parasito en ADN extraido de mosquitos fue aquel al
que no se afadié resina quelante; con este, la amplificacion fue aproximadamente dos veces mayor que con el protocolo
con resina.
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ABSTRACT

INTRODUCCION

INTRODUCTION

Detection of anophelines infected with Plasmodium
spp. has traditionally been conducted by optical mi-
croscopy and immuno-assays. Currently, methodo-
logies based on Polymerase Chain Reaction (PCR),
provide high sensitivity and specificity; however, some
authors have reported that inhibitors present in the
mosquito’s body can decrease PCR sensitivity for Plas-
modinm spp. detection and that their effect could be re-
duced using DNA extraction protocols that efficiently
remove those potential inhibitors.

OBJECTIVE
To compare two DNA extraction protocols for the
detection of Plasmodium spp. infecting Anapheles spp.

MATERIALS AND METHODS

Ten _Angpheles  stephensi mosquitoes infected with
Plasmodinm ~ falciparnm were dissected to separate
head-thorax and abdomen and processed by one
of the extraction protocols, dilutions of the DNA
were evaluated by nested PCR. Differences between
amplification frequencies were analyzed by the
t-Student’s test and the hypotheses were analyzed by
the test of difference between proportions of two
populations.

ResuLts

In specimens with DNA extracted by the protocol
without chelating resin amplification of parasite
DNA was achieved in 11.6% of the samples and with
the protocol with chelating resin, in 6.6%. From all
of the amplifications, 20% corresponded to undiluted
DNA and 7.5% to DNA diluted 1:10; the difference
between amplification proportions was statistically
significant (p <0.05).

CoNcLusIONS

The protocol that more efficiently detected parasite
DNA in mosquitoes was the one without chelating
resin; with it, amplification was approximately two
fold to the one obtained with the protocol with
resin.

Key worDs
Malaria, Anopheles  spp., Plasmodinm spp., DNA
extraction, nested PCR.
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La malaria es una enfermedad de proporciones glo-
bales, transmitida por vectores biologicos;' causa una
alta morbilidad y mortalidad, convirtiéndose en un
problema de salud publica, principalmente en regiones
tropicales de paises en desarrollo.” La malaria humana
se presenta por la picadura de mosquitos hembra del
género Anopheles spp., infectados con Plasmodinm spp.?
Para que un mosquito sea implicado como vector de
la malaria, es necesatio conocer su capacidad vectorial
y su competencia vectora.*® Uno de los elementos uti-
les para evaluar la competencia vectora de una especie
anofelina es la determinacién de las tasas de infeccién
e infectividad port Plasmodinm spp.>®

La deteccion de las especies de Plasmodium causan-
tes de la malaria en vectores anofelinos se ha realiza-
do tradicionalmente mediante la observacion de estos
parésitos en glandulas salivares e intestino medio, por
microscopia 6ptica. Esta metodologia posee un limite
de deteccion minimo de 10 a 30 parasitos;*® una de sus
mayores limitaciones es que se requiere la diseccion de
mosquitos frescos, y el analisis de cada mosquito es
una labor que demanda tiempo y debe realizarlo per-
sonal experimentado.”'” Otras metodologias utilizadas
incluyen ensayos inmunolégicos como los ensayos de
inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA “Enzy-
me-Linked ImmunoSorbent Assay”), con un limite de
sensibilidad de 20 a 50 parasitos;*" sin embargo, esta
prueba tiene algunos problemas de precision y vali-
dez,” dado que no puede diferenciar entre la proteina
del circumsporozoito que esta presente en la super-
ficie del esporozoito y la que podria estar deposita-
da en los tejidos del mosquito,™"” lo cual aumenta la
probabilidad de que se presenten falsos positivos. En
general, las técnicas mencionadas son poco sensibles
para bajos o moderados niveles de infeccién, lo cual
constituye un problema en muchas zonas maldricas de
paises como Colombia, donde los principales vectores
presentan tasas de infeccion infetiores al 1,0%.'%

Otra de las técnicas que se utilizan actualmente para
la deteccion e identificacion del parasito en el mosquito,
es la amplificacién por Reaccién en Cadena de la Poli-
merasa (PCR), la cual ofrece una alternativa efectiva,
dado que provee analisis altamente sensible y especi-
fico, permitiendo la deteccién de hasta un genoma del
parésito,'®” la determinacion de la especie de Plasmo-
dinm y el estudio de la diversidad genética de las pobla-
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ciones de las diferentes especies del parasito.”® Sin em-
bargo, algunos investigadores han encontrado una dis-
minucién en la sensibilidad de la PCR para la deteccion
de patisitos de la malatia en los vectotes anofelinos. 2
Esta disminucién en la sensibilidad se ha atribuido a la
presencia de inhibidores o interferentes en los tejidos
del mosquito, los que podrian removerse, si previamen-
te al analisis por PCR se adoptan métodos de extrac-
cién de ADN que remuevan de forma mads eficiente
estos inhibidores o si se hace diseccién del mosquito
y dilucién del material a amplificat." ** Teniendo en
cuenta esta situacion, se disefié un experimento con el
objetivo de comparar dos protocolos de extraccion de
ADN, cuya diferencia principal es la utilizacién de una
resina quelante de iones, para identificar cudl de estos
dos procedimientos permite con mayor eficiencia la
amplificacion de ADN de Plasmodinm spp. en Anagpheles
spp., por medio de una PCR anidada.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé bajo un modelo comparativo ex-
perimental con un disefio de bloques completamente
aleatorizados. Se tomaron dos bloques, cada uno de
ellos con diez mosquitos, a cada bloque se le aplic6 un
protocolo de extraccion de ADN diferente; cada blo-
que se conformé por un nivel, el cual correspondia a
un mosquito disectado previamente, asi: cabeza-térax
y abdomen, cada componente se utilizé individual-
mente para la extraccién del ADN. A partir de este
nivel se conformé un subnivel que correspondié a la
dilucién del material extraido a partir del mosquito
(material puro, dilucién 1:10 y dilucién 1:100). De esta
manera, las variaciones en el protocolo de extraccién,
las fracciones del mosquito y las diluciones realizadas,
conformaron tratamientos independientes.

En cada bloque se incluyeron cuatro controles
positivos y cuatro controles negativos, a los cuales se
les aplicaron los mismos tratamientos. El control ne-
gativo lo constituyé material de extracciéon de mos-
quitos no infectados de la especie Anopheles albimanus
(donado de la colonia del PECET-UdeA) Para los
controles positivos se tomaban 4 uL. del ADN ob-
tenido de manera individual de mosquitos An. albi-
manus de colonia, a los que se les adicionaba 2 uL de
ADN de Plasmodinm falciparum a una concentraciéon
de 82,04 ng/ml.. Ademas, como controles positivos
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para la PCR se utiliz6 ADN de P. vivax a una concen-
tracion de 84,03 ug/mL y ADN de P. falciparum a una
concentracion de 82,04 pg/ml..

UNIDADES EXPERIMENTALES

Se trabajé con 20 mosquitos Angpheles stephensi infecta-
dos con P. faleiparnm, se removieron las patas y alas de
cada mosquito y se descartaron; luego a cada mosquito
se le separo la cabeza-térax del abdomen, se usé inde-
pendientemente las cabezas y térax o los abdémenes
de diez mosquitos por cada bloque, de tal forma que
el ndmero de replicas fue mayor de dos, con el fin de
observar una variabilidad mayor del 50%.

ExTrAccion b ADN

El térax y abdomen de los mosquitos utilizados por
bloque se distribuyeron aleatoriamente en dos gru-
pos, formando asi dos bloques, cada uno con diez ré-
plicas. En uno de los bloques se realiz6 la extraccion
de ADN utilizando el protocolo con resina quelante,
mientras en el otro se siguié un protocolo para la
extraccién de ADN sin utilizar la resina.

ExtrAaccioN be ADN MEDIANTE

EL PROTOCOLO SIN RESINA QUELANTE

La cabeza-térax y abdomen de cada mosquito se lava-
ron dos veces con etanol al 95% para remover con-
taminantes; se homogenizaron independientemente en
un tubo de 1,5 mL con 100 pL de solucién de lisis (0,1
M NacCl, 0,1 M sucrosa, 0,1 M Tris (pH 9,1), 0,05 M
EDTA y 0,5% SDS) y se incub6 a 65°C, por 30 mi-
nutos, luego se le adicion6 14,5 ul. de acetato de po-
tasio 8 M y se incub6 a -20°C, durante toda la noche.
Posteriormente, se centrifugé a 13.000 rpm (Heraeus,
Wetzlar, Alemania), por 15 minutos, a 4°C; se tomé el
sobrenadante, se realiz6 la precipitacion de acidos nu-
cleicos usando 100 pL etanol absoluto y después de seis
minutos se centrifugd nuevamente a 13.000 rpm, por
15 minutos, a 4°C y al sedimento se le adicionaron 100
ul. de etanol frio al 70%, se centrifugd a 13.000 rpm
por 5 minutos a 4°C. Nuevamente, al sedimento se le
adicionaron 100 pL de etanol absoluto, y se centrifugd
a 13.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Finalmente, el so-
brenadante se removié y se dej6 evaporar el etanol del
precipitado durante 30 minutos, el material obtenido se
resuspendié en 50 ul. de TE 1X (10 mM Tris, ImM
EDTA, pH 7,6), se incub6 por 10 minutos a 65°C y se
almaceno a -20°C, para realizar los analisis posteriores.
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ExtraccioN be ADN MEDIANTE

EL PROTOCOLO CON RESINA QUELANTE

La cabeza-térax y abdomen de cada mosquito se lava-
ron dos veces con etanol al 95% para remover conta-
minantes; se homogenizaron independientemente en
un tubo de 1,5 mL con 100 plL de solucion de lisis (01
M Nadl, 0,1 M sucrosa, 0,1 M Tris (pH 9,1), 0,05 M
EDTA y 0,5% SDS) y se incubé a 70°C, por 15 mi-
nutos; luego de dejarla enfriar a temperatura ambien-
te durante 5 minutos, se le adicion6 15 pl. de acetato
de potasio 8 M y se incub6 a -20°C, por 30 minutos.
Postetiormente, se realizé una centrifugacion a 13.000
rpm, por 10 minutos, a 4°C, se tomé el sobrenadante,
se adicionaron 200 pL de resina quelante al 5% y se
incubd a 56°C durante toda la noche. Al dia siguien-
te, la reaccion se incub6 en agua hirviendo durante 8
minutos, y mezclada a intervalos de 2 minutos, para
posterior separaciéon mediante centrifugacioén a 13.000
rpm, por 3 minutos, a 4°C. El sobrenadante se trans-
firié a un tubo nuevo para ser nuevamente centrifuga-
do a 13.000 rpm, por 3 minutos, a 4°C. Finalmente, el
sobrenadante se removio, el precipitado se dej6 secar
al aire durante 30 minutos y el material obtenido se
resuspendié en 50 pul. de TE 1X se incub6 durante 10
minutos, a 65°C y se almacené a -20°C, para realizar
los andlisis postetiores.

PCR AnIDADA

El material obtenido con cada protocolo de extraccién
se diluyé en TE 1x (1:10 y 1:100); luego todas las mues-
tras, tanto diluidas como sin diluir, se amplificaron
mediante PCR anidada, usando los oligonucle6tidos
especificos del género Plasmodium (rPLU1 y rPLU5) y
(tPLU3 y rPLU4) citados por Singh y col."’ y las condi-
ciones de PCR previamente estandatizadas," como se
describe brevemente a continuacion. Inicialmente, el
producto de extraccion se amplificé por PCR con oli-
gonucledtidos especificos de género, dirigidos al ADN
de la subunidad ribosomal pequefia de Plasmodium spp.;
la amplificacién del ADN se realiz6 en una reaccion
de 25 uL. que contenfa: ANTPs 200 uM, Tampoén 1X,
4 mM de MgCl2, 0,25 uM de cada uno de los oligonu-
cleétidos, 1,3 unidades de Taq polymerasa y 6 ul. de
material de extraccion. Parte del producto de esta pri-
mera reaccion se utilizé6 como molde para la segunda
reaccion de amplificacién de la PCR anidada especifica
de género, en una reaccién de 25 pl. que contenfa dN-
TPs 200 uM, Tampoén 1X, 4 mM de MgCl2, 0,25 uM
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de cada uno de los oligonucleétidos, 0,5 unidades de
Taq polymerasa y 2 puL. del primer producto de PCR.
Las condiciones para la PCR con los primers rPlul-
rPlu5, fueron: un paso inicial de desnaturalizacion a
94°C, por cuatro minutos; seguido por 35 ciclos de: 30
segundos a 94°C, 55°C por 60 segundos y 72°C por
un minuto y un paso final de elongacién a 72°C por
cuatro minutos. Las condiciones para la PCR anida-
da usando los primers rPlu3-rPlu4, fueron: un paso de
desnaturalizacion a 94°C por cuatro minutos, seguido
por 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 62°C por 60
segundos y 72°C por un minuto, y uno de elongacion
a 72°C por cuatro minutos. El producto de la segunda
ronda de PCR se visualizé por medio de una electrofo-
resis en gel de agarosa al 0,8%, tefiido con bromuro de
etidio (0,5 ug/ul), usando un trans-iluminador (BIO-
RAD, California CA, USA).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron por compara-
ci6én de frecuencia relativa de amplificacion, aplicados
comparativamente entre bloques, niveles y subnive-
les de tratamiento. La medida de dependencia que se
utiliz6 fue la prueba t-Student, con una significancia
del 95%. Las hipétesis fueron probadas empleando
la prueba de diferencia entre las proporciones de dos
poblaciones.*

RESULTADOS

Se obtuvo una amplificacién de la regién de interés
del ADN de la subunidad ribosomal pequefia del Plas-
modinm mediante PCR anidada en 9% de las muestras
(11/120). En el bloque de mosquitos tratados con el
protocolo sin resina quelante (diez mosquitos), se logrd
amplificar la regién de interés en cinco niveles, corres-
pondientes al material de extraccion del ADN a partir
de tres abdémenes y dos cabeza-térax. En los subni-
veles de tratamiento se observé la amplificacion de la
region de interés en cinco muestras de material puro y
en dos muestras de material en dilucién 1:10; sélo dos
muestras que presentaron amplificacion en el subnivel
de material puro amplificaron en el subnivel de dilucién
1:10. En el subnivel de material en dilucién 1:100 no se
observo la amplificacién de la region de interés.

En el bloque de mosquitos tratados con el pro-
tocolo con resina quelante (diez mosquitos), se logrd
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amplificar la regién de interés en tres niveles, corres-
pondientes al material de extraccion del ADN a partir
de dos abdémenes y uno de cabeza-térax. En los sub-
niveles de tratamiento se amplificé la region de interés
en tres muestras de material puro y en una muestra de
material en dilucién 1:10, sélo una muestra presentd
amplificacién tanto en el subnivel de material puro
como en el subnivel de dilucién 1:10; mientras que en
el subnivel de material con dilucién 1:100 no se obser-
v6 la amplificacion de la region de interés.

Cuando se compararon de forma independiente
los bloques de tratamientos, se observé la amplifica-
cién de la region de interés en 11,6% (7/60) de las
muestras extraidas utilizando el protocolo sin resina
quelante, y en 6,6% (4/60) de las muestras extraidas
utilizando el protocolo con resina quelante, la diferen-
cia entre las proporciones de amplificacion fue esta-
disticamente significativa (p=0,045) (tabla 1).

Tabla 1. Comparacién entre
los bloques de tratamientos.

36. Muestras 37. Protocolo de |38. Protocolo
extraccion de Bi-|de extraccién de
rungi y Munster- | Chelex
mann (2002)

39. Amplificadas | 40. 7* 41. 4*

42, Total 43.60 44,60

*p < 0,05

El analisis estadistico de prueba de hipétesis rea-
lizado, buscando identificar si existia diferencia entre
las proporciones de amplificacién de ambos bloques,
cuya estimacion inicial fue p1= p2, con la regla de de-
cision de Z = 1,645, un alfa = 0,05 y un estadistico de
prueba calculado de Z= 0,96, determiné que existen
diferencias estadisticamente significativas entre el nd-
mero de amplificados obtenidos mediante PCR, cuan-
do se compararon las frecuencias de amplificacion de
ambos bloques, lo cual indicé que el protocolo con
resina quelante fue menos eficiente para la extraccion
de ADN de Plasmodinm de partes de mosquito, en
comparacion al protocolo sin resina quelante.

Cuando se compararon de forma independiente
los niveles cabeza-térax y abdomen, se observé la am-
plificacién de la region de interés en un 8,3% (5/60)
de las muestras provenientes de cabeza-torax y en
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10% (6/60) de las muestras provenientes de abdomen.
La diferencia entre los resultados de las proporciones
de amplificacién no fue estadisticamente significativa
al evaluar independientemente estos niveles (p=0,50)
(tabla 2), indicando que el éxito en el proceso de ex-
traccién de ADN de Plasmodinm falciparum fue estadis-
ticamente independiente del segmento del cuerpo de
mosquito que se evaluo.

Tabla 2. Comparacién entre
los niveles de tratamientos.

45. Muestras 46. Cabeza- 47.Abdomen
Toérax

48. Amplificadas 49, 5* 50. 6*

51. Total 52.60 53.60

p > 0,05

Cuando se compararon de forma independiente
los subniveles de diluciones, se observé que cuando
se utiliz6 material puro, se logré amplificar la regién
de interés en 20% (8/40) de las muestras (figura 1),
mientras que cuando se realizé una dilucién 1:10 del
material de extraccion, se observo el amplicon espera-
do en 7,5% (3/40) de las muestras; la diferencia entre
las proporciones de amplificacién fue estadisticamen-
te significativa (p = 0,020) (figura 2). No se obtuvo
amplificacion de la region de interés en ninguna de
las muestras diluidas 1:100. Esto para la practica im-
plicarfa que para efectos de amplificaciéon de ADN de
Plasmodium faleiparnm en mosquitos anofelinos no es
recomendable realizar diluciones altas (1:100) del ma-
terial de extraccién para realizar la PCR, esto debido a
la alta posibilidad de diluir significativamente el ADN
blanco y disminuir la probabilidad de amplificar la re-
gién de interés.

DISCUSION

La PCR se ha convertido en una alternativa practica
y ventajosa para la deteccion del Plasmodinm spp. en
los vectores anofelinos, gracias a su alta sensibilidad y
especificidad;*™® esta técnica requiere un ADN extrai-
do de buena cantidad y calidad.*® En nuestro estudio
se encontré que el protocolo de extraccion sin resina
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Figura 1. Productos de amplificacion de ADN de Plasmodium falciparum en material sin diluciéon de Anopheles
stephensi. Se observé un amplificado de 200 bp. en 7 muestras. Carriles 1, 21 y 41: Marcadores de peso mo-
lecular en bp.; 2: Blanco; 3: ADN Plasmodium falciparum; 4: ADN Plasmodium vivax; 5-10: controles negativos,
ADN de Anopheles albimanus; 11-18: controles positivos, ADN de P. falciparum adicionado al ADN de Anopheles
albimanus; 19, 20, 22-24, 40, 42-45: ADN extraido por protocolo sin resina quelante a partir de abdomen; 25-
29,46-50: ADN extraido por protocolo sin resina quelante a partir de cabeza-térax; 30-34, 51-55: ADN extraido
por protocolo con resina quelante a partir de abdomen; 35-39, 56-60: ADN extraido por protocolo con resina
quelante a partir de cabeza- térax. Todas las condiciones de la reaccién fueron descritas en el texto. Un volumen
de 7 uL de la reaccion fue corrida en un gel de agarosa al 0,8%.
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Figura 2. Productos de amplificacion de ADN de Plasmodium falciparum en material en dilucién 1:10 de Ano-
pheles stephensi. Se observé un amplificado de 200 bp. en 5 muestras. Carriles 20, 40 y 60: Marcadores de peso
molecular en bp.; 1: Blanco; 2: ADN Plasmodium falciparum; 3: ADN Plasmodium vivax dil 1:10; 4: ADN Plasmo-
dium falciparum dil 1:10; 5-9: controles negativos, ADN de Anopheles albimanus; 10-17: controles positivos, ADN
de Plasmodium falciparum adicionado al ADN de Anopheles albimanus; 18, 19, 21-23, 39, 41-44: ADN extraido
por protocolo sin resina quelante a partir de abdomen; 24-28, 45-49: ADN extraido por protocolo sin resina
quelante a partir de cabeza-térax; 29-33, 50-54: ADN extraido por protocolo con resina quelante a partir de
abdomen; 34-38, 55-59: ADN extraido por protocolo con resina quelante a partir de cabeza-térax. Todas las
condiciones de la reaccién fueron descritas en el texto. Un volumen de 7 pL de la reaccién fue corrida en un gel
de agarosa al 0,8%.
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quelante mostré mejores resultados, dado que con
este se logré la amplificacion de la region de interés
en un mayor nimero de muestras que con el proto-
colo que utiliza resina. Los dos protocolos compara-
dos en nuestro estudio difieren ademas en el tiempo
de incubacién de las muestras en hielo después de
agregar el acetato de potasio; mientras que en el pro-
tocolo sin resina quelante las muestras se incuban
durante toda la noche, en el protocolo con resina
quelante las muestras se incuban durante 30 minu-
tos. Es posible que el tiempo de incubacién de las
muestras con el acetato de potasio sea un factor que
influye en el bloqueo de los inhibidores de la PCR,
y esto puede ser explicado por el mayor tiempo de
accién que puede tener el acetato de potasio para
precipitar las proteinas presentes,”® que finalmente
podrian interferir con la PCR. Los resultados ob-
tenidos con el protocolo sin resina concuerdan con
lo reportado por Fraga y col.,””
cinco protocolos de extracciéon de ADN observaron
que en aquellos en los que se empleaba acetato de
potasio por mayor tiempo y concentracion, se ob-
tenfa un mejor rendimiento y pureza del ADN. Sin
embargo, ambos resultados estan en desacuerdo con
lo encontrado por Rosero y col.,”
ron varios tiempos de incubacién de la muestra, en
abdémenes de mosquitos anofelinos, con acetato de
potasio y evidenciaron que la mayor concentracion
de ADN vy frecuencias de amplificacién se obtuvie-
ron al utilizar el tratamiento de 1 h, por lo que los
autores sugirieron que era posible reducir el tiempo
de incubacién con AcK sin afectar la cantidad y cali-
dad del ADN extraido.

Algunos investigadores también han sugerido que
hay partes del mosquito que contienen mayor canti-
dad de interferentes de la PCR. Arez y col.,”® compa-
raron las frecuencias de amplificacién usando como

quienes al comparar

quienes evalua-

material de extraccion el mosquito completo, la cabe-
za y torax, el abdomen, el intestino medio o las glan-
dulas salivares. Estos autores observaron que cuando
la extraccién se hizo a partir de todo el mosquito o
de la cabeza-térax, las frecuencias de amplificacion
fueron menores que las obtenidas cuando la extrac-
cién se hizo a partir de las otras partes del mosquito,
por lo que sugirieron que los interferentes provenian
probablemente del exoesqueleto del mosquito. Arez y
col.,’ trabajaron con mosquitos no infectados y pata
efectuar la PCR, adicionaron ADN de Plasmodinn: falci-
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parnm 3D7 al material de extracciéon. En nuestro estu-
dio se trabajé con mosquitos de 10 dias postinfeccién,
diseflo que asemeja mejor las condiciones naturales
del trabajo con mosquitos de campo. Los resultados
mostraron diferencia entre las proporciones de posi-
tividad, siendo mayor en abdomen (10%) y aunque
la diferencia no fue estadisticamente significativa, esta
informacion puede orientar la decisiéon sobre qué tipo
de muestra utilizar para la extraccién de ADN en fu-
turos estudios entomoldgicos. Un posible detrotero
a seguir para la incriminacién de especies vectoras o
estimacién de la tasa de infectividad, es analizar solo
cabeza y torax;' *® para la identificacion molecular de
especies anofelinas, podria emplearse el abdomen o
una pata o ala de este,”*% y si se pretende estimar la
tasa de infeccidn, podria analizarse sélo el abdomen
del mosquito disectado.

Algunos investigadores han descrito factores in-
trinsecos y extrinsecos que afectan la amplificacién
de una regién de interés. Entre los factores extrin-
secos se encuentran los métodos de preservacion
de los especimenes™ y entre los factores intrinsecos
se encuentra la presencia de posibles inhibidores o
interferentes de la PCR presentes en los tejidos del
mosquito.'® ** Por cllo, se ha recomendado diluir
el material de extracciéon de ADN para disminuir las
concentraciones de los interferentes presentes en las
muestras y de esta manera lograr elevar la eficiencia
de la PCR.™ * En este trabajo, se compararon las
proporciones de amplificacién obtenidas partiendo
de material puro, material diluido 1:10 y 1:100 para
evaluar si la disminucién de los posibles interferen-
tes en las respectivas diluciones se vefa reflejado en
la frecuencia de amplificacion; sin embargo, la ma-
yor frecuencia de amplificaciéon se observé cuando
se amplific6 a partir de material puro (20%), en las
muestras diluidas 1:10 la frecuencia de amplificacién
de la regién de interés fue menor (7,5%), y no se
logré amplificacién en muestras en dilucién 1:100.
Esta informacién sugiere que al diluir el material ex-
traldo, se disminuyd la concentraciéon del ADN en
la muestra utilizada para la amplificacién, a un nivel
por debajo del limite de deteccién. Lo anterior debe
tenerse en cuenta cuando se trabaja con mosquitos
anofelinos capturados en campo, debido a que en
muchas zonas malaricas de Colombia los vectores
presentan tasas de infeccion bajas (14, 15), y si se
realizan diluciones del material de extraccion se esta-
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rfa disminuyendo la posibilidad de detectar mosquitos
infectados.

LLa comparacién de métodos de extraccion permi-
ti6 determinar que el protocolo de extraccion que con
mayor eficiencia permitié detectar ADN de parasito
en ADN gendémico extraido de mosquitos, fue aquel
al que no se afiade resina quelante; de igual forma la
mayor frecuencia de amplificacioén se logré con ma-
terial sin dilucién. Consideramos que con base en los
resultados de nuestro estudio y las hipotesis existen-
tes sobre los factores extrinsecos que pueden afectar
la eficiencia de la PCR, es necesario realizar estudios
para evaluar, entre otros factores, la eficiencia de los
métodos de preservacién de mosquitos y su inciden-
cia en la eficiencia de la PCR para la deteccion de mos-
quitos anofelinos infectados.
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