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RESUMEN 

 
El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo estimar la frecuencia de 

deleción de los genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes de P. falciparum, además de 

determinar la diversidad genética y estructura poblacional de los parásitos con 

deleción en pfhrp2/pfhrp3 empleando para el análisis genético los marcadores 

microsatélites. Este estudio descriptivo recolectó muestras de sangre en papel de 

pobladores de las comunidades de Cahuide, San José de Lupuna (setiembre 2012 a 

junio 2014); y de la comunidad de Santa Emilia (marzo a noviembre del 2013). Un 

total de 227 muestras positivas a P. falciparum fueron evaluadas para la 

amplificación por PCR convencional del exón-2 de pfhrp2, pfhrp3 y genes 

flanqueantes. Además, se identificaron y estandarizaron protocolos de PCR para la 

amplificación de 20 marcadores microsatélites, que fueron evaluados en muestras de 

P. falciparum. Se encontró que el gen pfhrp2 se encuentra delecionado con una 

frecuencia del 62%, el gen pfhrp3 está delecionado en un 62.1%; además el 47% de 

parásitos presenta doble deleción en pfhrp2/pfhrp3. Sobre los genes flanqueantes, 

existe deleción preferencial de los genes PF3D7_08319000 (31.3%) y 

PF3D7_1372400 (22.9%). La genotipificación multilocus (MLG) con 5 marcadores 

microsatélites reveló una baja a moderada diversidad del parásito (H= 0.32-0.41) y un 

significativo linkage disequilibrium (IA
s = 0.158, p<0.01). La diferenciación genética 

poblacional fue moderada (Fst=0.50, p<0.01), con la presencia de dos grandes clusters 

poblaciones donde el cluster 1 está formado por el genotipo Pfhrp2- (39/48; 

Fisher=<0.001) y el cluster 2 por el genotipo Pfhrp2+ (52/64, Fisher=<0.001), 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

encontrándose una asociación significativa entre el genotipo Pfhrp2 y la asignación 

hacia un cluster determinado.  

Estos resultados indican que las deleciones en el gen pfhrp2 y sus genes flanqueantes 

han incrementado y que existen deleciones en los genes flanqueantes a pfhrp3 en los 

parásitos de la Amazonía Peruana. De manera similar, P. falciparum presenta una 

estructuración poblacional relacionada a la presencia del genotipo pfhrp2-.  

 
PALABRAS CLAVES: Plasmodium falciparum, pfhrp2, deleción, microsatélites, 
PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

ABSTRACT 
 
 
This research aimed to estimate the frequency of pfhrp2, pfhrp3 and their flanking 

genes deletions in P. falciparum and to determine any association between the 

population structure with gene deletions by using microsatellite markers. A total of 

1036 of dried spot samples were collected from September 2012 to June 2014 by 

monthly active case detection survey in the communities of Cahuide and San José de 

Lupuna; and from March to November 2013 from Santa Emilia, a remote community 

from the Peruvian Amazon.  All samples were confirmed as positive by microscopy 

and/or qPCR and tested for pfhrp2, pfhrp3 and their flanking genes amplificiations by 

conventional PCR. In addition, we identified and standardized new PCR protocols for 

the amplification of 20 microsatellite markers. Our results showed a high pfhrp2 and 

pfhrp3 gene deletions frequency (62% and 62.3%); and that 47% of parasites lacked 

both pfhrp2/pfhrp3 genes. Most importantly, flanking genes were also deleted, 

especially PF3D7_08319000 (31.3%) and PF3D7_1372400 (22.9%) putative genes. 

The multilocus genotyping (MLG) by using 5 microsatellite markers revealed 

important features of the parasite: a low to moderate genetic diversity (H = 0.32 -

0.41) and significant linkage disequilibrium (IA
s = 0.158, p<0.01). The population 

genetic differentiation was also moderate (Fst = 0.50, p <0.01), with the discovery of 

two main clusters, as calculated in Structure v.2.3.2 where the most probable number 

of clusters was K=2. Thus, P.falciparum population sub-structure was formed by 

cluster 1, where most individuals were Pfhrp2- (39/48; Fisher=<0.001); by contrast, 

cluster 2 was formed by Pfhrp2+ (52/64, Fisher=<0.001), finding a statistically 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

significant association between Pfhrp2 genotype and cluster assignment. Our findings 

reveal that pfhrp2 and their flanking gene deletions have increased in the Peruvian 

Amazon. This is the first report that confirms deletions in pfhrp3 flanking genes. 

Likewise, P.falciparum has a population structure related to the presence of pfhrp2- 

genotype. 

 

KEY WORDS: Plasmodium falciparum, pfhrp2, deletion, microsatellites, PCR 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

GLOSARIO 
 

Infección patente de malaria: infección de malaria detectada  por microscopía. 

 

Infección subpatente de malaria: infección de malaria detectada únicamente por 

diagnóstico molecular por PCR y no detectada por microscopía. 

 

Marcador molecular: segmento de ADN ubicado en una posición exacta en un 

cromosoma, con o sin función biológica conocida, que presenta características 

especificas para el análisis genético. 

 

Haploide: un solo juego de información genetica 

 

Locus: Posición particular única en el genoma  

 

Alelo: una de las diferentes formas de un marcador molecular o un gen 

 

Frecuencia alélica: proporción de los alelos de un cierto locus en la población total de 

estudio. 

 

Haplotipo: combinación de alelos de diversos loci en un individuo. 

 

Loci: posición particular de un gen o región de ADN en un cromosoma. 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

 

Infección monoclonal: una única clona del parásito en el hospedero. 

 

Infección policlonal: presencia de dos o más clonas del parásito en el hospedero. 

 

Desequilibrio de ligamiento: asociación no al azar. 

 

Admixture: es el resultado del inbreeding entre dos o más poblaciones previamente 

aisladas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

∆K: valor de delta K 

ADN: ácido desoxiribonucleico 

Cq: ciclo de cuantificación 

Dd2: cepa Dd2 de Plasmodium falciparum recolectada de Indochina/Laos 

dNTP: 2’-deoxinucleotidos 5’-trifosfato 

Fst: coeficiente de diferenciación intrapoblacional 

H: diversidad génica 

HB3: cepa HB3 de Plasmodium falciparum recolectada de Honduras 

He: heterecigocidad esperada 

HRP2: proteína rica en histidina tipo-2 

HRP3: proteína rica en histidina tipo-3 

IA
s: índice de asociación estandarizada 

ITG: cepa ITG de Plasmodium falciparum 

K: número de clusters o poblaciones desconocidas 

LnPD: probabilidad de máxima verosimilitud 

Mb: mega bases 

MgCl2: cloruro de magnesio 

MLG: genotipificación multilocus 

mM: milimoloar 

mol/µl: moléculas/µl. 



	
   	
   	
  
	
  

	
  

nPCR: nested PCR 

p/µl: parásitos por microlitro  

pb: pares de bases 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PDR: pruebas de diagnóstico rápido 

PF3D7_0831700: gen putativo HSP-70 

PF3D7_0831900: gen putativo PHIST-x 

PF3D7_1372100: gen putativo PHIST-b 

PF3D7_1372400: gen putativo acyl-CoA sintetasa 

Pfhrp2: gen codificante de la proteina rica en histidina tipo-2 

Pfhrp3: gen codificante de la proteina rica en histidina tipo-3 

Q’: número de copias del gen 18S rRNA 

Qind: proporción de membresía de un individuo 

STRs: repeticiones únicas en tándem 

TBE: Tris Borato Acido EDTA 

Tm: temperatura de melting  

U: unidad 

µl: microlitros 
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I. INTRODUCCCION 
 

La malaria es una enfermedad tropical con una alta morbilidad y mortalidad a nivel 

mundial. Se estima que 3, 2 mil millones de personas están en riesgo de ser 

infectados y desarrollar la enfermedad [1]. En el Perú, malaria es considerada una 

enfermedad reemergente, observándose un incremento en el número de casos en los 

últimos años. La forma más severa de la enfermedad se denomina “malaria cerebral” 

y es ocasionada por la especie P. falciparum. En la actualidad, el 16,9% de casos de 

P. falciparum se encuentra focalizados en el departamento de Loreto, en la Amazonía 

Peruana [2]. 

El diagnóstico de la enfermedad cumple un rol importante en la estrategia de control 

y tratamiento. La microscopía, como método gold estándar, es utilizada 

principalmente en centros de salud y postas médicas; sin embargo, requiere de 

personal altamente entrenado, es muy laboriosa y presenta una baja sensibilidad de 

detección en pacientes asintomáticos [3,4].  Por el contrario, el uso de pruebas de 

diagnóstico rápido (PDR) en zonas endémicas surgieron como alternativa por su bajo 

costo, fácil uso e implementación [5]. Gracias a su costo-efectividad, fueron 

incorporadas en cincuenta comunidades de la Amazonía Peruana [6,7].  

 

Las pruebas de diagnóstico rápido, dirigidas a la identificación única de P. 

falciparum, detectan a la proteína rica en histidina tipo 2 (HRP2). Esta  proteína es 

sintetizada  en el ciclo asexual del parásito y su alta antigenicidad se debe al gran 

número de repeticiones en tándem de alanina e histidina [8,9]. Se ha reportado que 
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algunas PDR basadas en HRP2 generan reacciones cruzadas con la proteína 

homóloga, HRP3. Sin embargo, la principal causa de estos falsos negativos es la 

deleción conjunta de los genes pfhrp2 y pfhrp3. Este evento crucial de parásitos con 

deleción en pfhrp2 y pfhrp3 fue descubierto en las cepas silvestres de la Amazonía 

Peruana [10].  

Se estimó que la prevalencia de la deleción en el gen pfhrp2 fue de 41 %; 70% para 

pfhrp3; y 21.6% de dobles negativos para pfhrp2 y pfhrp3 en muestras de pacientes 

recolectadas entre 2005-2010 en comunidades cercanas a Iquitos, Loreto [12]. Otro 

estudio retrospectivo concluyó que la frecuencia de deleción fue de 40.6% para 

pfhrp2 en muestras recolectadas de comunidades de Caballococha, Padrecocha y 

Bellavista en Loreto. En consecuencia, este fenómeno de deleción tanto en pfhrp2 y/o 

pfhrp3 explicaría el alto número de falsos negativos y la variación en la sensibilidad 

de diversas pruebas rápidas en pacientes de la Amazonía Peruana [12]. A nivel 

mundial también se han reportado que los parásitos con deleción en pfhrp2 y pfhrp3 

se encuentran distribuidos en Brasil, Mali, Senegal, e India [13-16]; y recientemente 

en Colombia donde la prevalencia de la deleción en pfhrp2 se ha incrementado al 

62% en muestras de pacientes infectados [17].  
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En general, la genética poblacional de P. falciparum ha sido poco explorada en la 

Amazonía Peruana, y se desconoce si los eventos de deleción en genes pfhrp2 y 

pfhrp3 en los parásitos se deban al azar. El presente estudio determinó la frecuencia 

de las deleciones en pfhrp2, pfhrp3 y sus respectivos genes flanqueantes; 

seguidamente la genotipificación multilocus (MLG), basada en la amplificación de 

marcadores microsatélites, permitió estudiar  la diversidad genética y estructuración 

por grupos poblaciones de parásitos con deleciones de P. falciparum propias de la 

Amazonía Peruana. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La malaria es endémica en el Perú y actualmente se encuentra en estado de 

emergencia, donde el 16% de casos son originados por la especie de P.falciparum, 

causante de malaria severa  [2]. En su mayoría, los pacientes infectados residen en las 

comunidades rurales y remotas de la Amazonía Peruana, zonas de alto riesgo de 

contraer la enfermedad.  El diagnóstico de malaria se ve afectado negativamente por 

el alto número de falsos negativos de pruebas de diagnóstico rápido (PDRs) [9], sub-

estimándose la incidencia de la enfermedad. El factor biológico más importante que 

explican la falla de las PDRs es la deleción en los  genes pfhrp2 y pfhrp3 de P. 

falciparum [10] (antígenos blanco de estas pruebas), reportándose en las comunidades 

aledañas a la ciudad de Iquitos, Loreto.  

 

En la actualidad, se desconoce la frecuencia de la ocurrencia de las deleciones de 

pfhrp2 y pfhrp3 y si estos ocurren al azar en las diversas poblaciones de Plasmodium 

en la Amazonía Peruana. A nivel global, se estima que los eventos de delecion en 

pfhrp2 y pfhrp3 se han incrementado y presentan una frecuencia de hasta el 60% [17], 

particularmente en regiones de Sudamérica [18]. Sin embargo para el Perú, no existen 

estudios que hayan evaluado en detalle las diferentes combinaciones de deleciones 

entre pfhrp2, pfhrp3 y sus genes flanqueantes en pacientes infectados por P. 

falciparum en zonas de baja transmisión como son las comunidades de Cahuide, San 

Jose de Lupuna y Santa Emilia. Determinar la frecuencia de las deleciones en pfhrp2, 
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pfhrp3 y sus genes flanqueantes permitiría una mayor información de la biología del 

parásito.   

 

El presente estudio descriptivo planteó determinar las frecuencias de las deleciones de 

los genes pfhrp2, pfhrp3 y sus genes flanqueantes en pacientes con infección por P. 

falciparum. Así mismo, para estudiar la genética de poblaciones en malaria se 

caracterizaron microsatélites (STRs) como marcadores moleculares a lo largo del 

genoma de P. falciparum[28]. En base a la genotipificación multilocus (MLG) con 

microsatélites, se logró estimar la diversidad y estructura poblacional en los parásitos 

con deleción en pfhrp2 y pfhrp3. La mayor implicancia de este estudio es contribuir a 

un mejor entendimiento de las diversas poblaciones presentes de P. falciparum en 

base a los eventos de deleción en el contexto de la epidemiología local en estas 

localidades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	
  

	
   6	
  

III. MARCO TEORICO 

 

3.1 Epidemiología de malaria en el Perú 

La malaria es una enfermedad tropical y es considerada una de las principales causas 

de mortalidad, con 214 millones de casos y 438 000 muertes en el mundo [1].  

Durante la década de 1990, la incidencia de malaria incrementó drásticamente debido 

a cepas de P. falciparum resistentes a drogas en los departamentos de Piura y Tumbes 

[19]. Posteriormente, P.falciparum se reportó por primera vez en la región de Loreto, 

en la comunidad riverina de Padrecocha, ubicada a 15 km de la ciudad de Iquitos 

[20]. Las intensas inundaciones ocasionadas por fenómenos climatológicos como “El 

Niño” ocasionaron brotes epidemiológicos, reportándose un 95% de casos de casos 

por este patógeno [19, 20]. Posteriormente, intervenciones del fondo global a través 

del proyecto PAMAFRO (Proyecto de control de la Malaria en zonas de frontera: un 

enfoque comunitario) hicieron posible la disminución de casos de malaria, del 25% al 

20% en el periodo 2005-2010 [21]. Sin embargo en los últimos años cinco años, la 

prevalencia de malaria ha incrementado considerablemente. En Loreto, el 99.6% de 

los casos son ocasionados por P. falciparum. A inicios del año 2012 se observa un 

incremento de 3,965 casos a 12,425 casos para el año 2015, lo cual confirma el 

resurgimiento de esta especie en la región Amazónica [2] (Figura 01). 
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Figura 01. Línea de tiempo de incidencia de malaria entre el periodo 2007 – 2015 en 

el departamento de Loreto, Perú. [2] 
 

 

3.2 Biología del parásito 

P.falciparum es un patógeno eucariote con un ciclo biológico complejo. Gran parte 

de su vida transcurre en el mosquito hembra Anopheles, como organismo diploide. 

Por el contrario, en el humano se comporta como organismo haploide, generando 

diversas manifestaciones clínicas [4].  

 

3.2.1 Clasificación 

Malaria es una enfermedad infecciosa ocasionada por el protozoario unicelular del 

filo Apicomplexa, clase Aconoidasida, orden Haemosporoida y género Plasmodium.  

Este parásito presenta un complejo apical, de estructura tipo cono, el cual contiene la 

maquinaria necesaria para la invasión del hospedero. Existen más de 150 especies de 

Plasmodium, infectando a un amplio rango de hospederos definitivos como aves, 
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reptiles y mamíferos. De estos, solo cinco especies infectan al humano: P. 

falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi  [22]. 

 

3.2.2 Ciclo biológico 

En el ciclo biológico de Plasmodium spp, el humano es el huésped intermediario y el 

mosquito Anopheles spp es el huésped definitivo. La fase asexual está compuesta por 

dos estadíos: exoeritrocítico y eritrocítico. Inicialmente, el humano es picado por un 

mosquito hembra del género Anopheles, el cual inocula esporozoítos [a] que migran 

al hígado por circulación sanguínea, donde forman esquizontes [b] mediante el ciclo 

exoeritrocítico. Una vez que los hepatocitos infectados se rompen, los merozoítos [c] 

son liberados e invaden a los glóbulos rojos, dando origen al ciclo eritrocitario [d] 

donde estos merozoítos maduran a trofozoítos [e], pasando por tres estadios: 

trofozoito joven, trofozoito adulto y finalmente esquizonte [f].  Posteriormente, un 

grupo de merozitos dará lugar a formas sexuales del parásito, conocidos como 

gametocitos [g] masculinos (microgametocitos) y  femeninos (macrogametocitos) 

durante 10-12 días. El mosquito vector se alimenta de sangre humana e ingiere dichos 

gametocitos, ocurriendo la fusión de gametos [h] que origina el cigoto [i], el cual se 

introduce en el epitelio intestinal del vector, dando lugar al ooquineto y al ooquiste [j] 

generando esporozoítos [k]. A continuación, los esporozoítos migran a las glándulas 

salivales, y el mosquito al picar a una nueva persona libera estos esporozoítos, inicia 

un nuevo ciclo de infección (Figura 02) [25]. 
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Figura 02. Ciclo biológico de P. falciparum [4].  

 

3.2.3 Genoma de P. falciparum 

El tamaño del genoma haploide de P. falciparum es de 24 Mb, consta de 14 

cromosomas lineales, 6372 genes y 5524 proteínas codantes. La mitad de estos genes 

no presenta homología en otro organismo modelo [23]. El genoma completo de 

P.falciparum fue publicado en el año 2002, reportándose características importantes 

como su alto contenido de A+T hasta del 80.6%; y en intrones y regiones intergénicas 

esta distribución alcanza el 95%. Particularmente, presenta dos genomas circulares, 

uno mitocondrial de 6 kb y un apicoplasto de 35 kb. El genoma mitocondrial es uno 

de los más pequeños reportados y consta de tres genes: citocromo c oxidasa (Cox1), 
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citocromo c oxidasa (Cox2) y citocromo b (Cytb). Por el contrario, el genoma del 

apicoplasto codifica 30 proteinas involucradas en las vías metabólicas de ácidos 

grasos, isoprenos y síntesis del grupo heme [24].  

 

3.3 Diagnóstico de malaria 

Malaria se puede identificar mediante el diagnóstico directo e indirecto. En el 

diagnóstico directo, se busca la identificación morfológica de las diferentes especies 

de Plasmodium. Por el contrario, las técnicas basadas en la detección indirecta miden 

la presencia de proteínas antigénicas, anticuerpos o ADN. Algunos ejemplos de este 

tipo de diagnóstico se encuentran las pruebas de diagnóstico rápido (PDRs) y ensayos 

moleculares basados en la amplificación de ácidos nucleicos [25].  

 

3.3.1 Microscopía 

Es la prueba “gold standard” (prueba de oro), basado en la toma de muestra de 

sangre en lámina teñida con Giemsa para la identificación del parásito. Esta técnica 

tiene como principal ventaja el bajo costo y con una sensibilidad de desde 50 

parásitos por microlitro de sangre, la cual es realizada por personal de laboratorio 

altamente calificado. Sin embargo, es laboriosa y requiere de constante entrenamiento 

que alcance niveles altos de exactitud [26]. 

 

 

 



	
  

	
   11	
  

3.3.2 Pruebas de diagnóstico rápido 

El diagnóstico de malaria es crucial para el control y tratamiento de la enfermedad. 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS) existen dos métodos para 

el diagnóstico del parásito: la microscopia y las pruebas de diagnóstico rápido [26-

27]. La microscopia, basada en la identificación morfológica del parásito, es el gold 

estándard en centros de salud. Este método puede detectar desde 50 parásitos por 

microlitro de sangre; sin embargo requiere de personal altamente entrenado, mayor 

tiempo de preparación e interpretación de láminas y en la mayoría de casos, bajas 

parasitemias y/o infecciones mixtas no son detectadas apropiadamente [28].   

 

Una alternativa fue el desarrollo de pruebas de diagnóstico rápido (PDR) en zonas 

rurales y endémicas en la década de los noventa [32]. Las PDRs son tiras 

inmunocromatográficas fijadas con anticuerpos que detectan proteínas antigénicas de 

Plasmodium en muestras de sangre. Los blancos de estas pruebas son: la proteína rica 

en histidina tipo 2 (PfHRP2), lactato deshidrogenasa (LDH) y aldolasa [270].  

 

Específicamente, la proteína rica en histidina tipo 2 (HRP2) es la mas usada para el 

diagnóstico de P. falciparum debido a que es sintetizada por todos los estadios 

intraeritrocíticos del parásito, esta proteína de 30 kDa es soluble en agua, estable en 

calor y contiene 35% de histidina, 40% de alanina y 12% de aspartato en su 

secuencia. Su alta variabilidad antigénica es conferida a múltiples repeticiones de 

AHHAAD, AHH y AHHAA en tándem [31].  En el Perú, un estudio en cincuenta 
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comunidades periféricas de Iquitos, Loreto permitió determinar que la incorporación 

del uso de pruebas rápidas por promotores de salud resultó ser en una de las 

estrategias más efectivas en el diagnóstico. Entre las principales ventajas destacan su 

bajo costo y alta efectividad en comunidades de la Amazonía Peruana [6,7,32]. 

 

3.4 Deleción de los genes pfhrp2 y pfhrp3 de P. falciparum 

Debido al gran polimorfismo en la secuencia proteica de HRP2, estudios posteriores 

determinaron su relación con la sensibilidad de las PDRs. Un estudio analizó 75 

aislados de P.falciparum proveniente de 19 países, concluyendo que verdaderamente 

existe una diferencia significativa entre las secuencias proteicas de estos aislados [8]. 

Las diversas combinaciones y número de repeticiones de aminoácidos de esta 

proteína afectan directamente el rendimiento de las PDRs, tal como se describió 

previamente [9].  Además, mucho de los anticuerpos que detectan a la proteína HRP2 

reaccionan con su homólogo, la proteína rica en histidina tipo 3 (HRP3), por su alto 

grado de similitud en la secuencia de aminoácidos.  

 

La proteína rica en histidina tipo 2 está codificada por el gen pfhrp2. El tamaño del 

gen pfhrp2 (PlasmoDB ID: PF3D7_0831800) es de 1063 bp y se encuentra ubicado 

en el subtelómero del cromosoma 8. Está flanqueado ‘upstream’ por el gen 

PF3D7_0831700 y ‘downstream’ por el gen PF3D7_081900. El gen homólogo, 

pfhrp3 (PlasmoDB ID: PF3D7_1372200) de 977 bp, está ubicado en el subtelómero 
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del cromosoma 13, flanqueado por el gen PF3D7_1372200 en posición ‘upstream’; y 

por el gen PF3D7_1372400 en posición ‘downstream’ [33] (Figura 3).  

 

 

Figura 03. Mapa físico de la estructura del gen pfhpr2 y sus genes flanqueantes de P. 

falciparum. El gen pfhrp2 (Plasmo DB: PF3D7_0831800) se encuentra en la región 

subtelomérica del cromosoma 8 de Plasmodium falciparum. El gen flanqueante 

mal7P1.228 (Plasmo DB: PF3D7_0831700) se encuentra a 6.49 kb  ‘downstream’ y 

el gen mal7P1.230 (Plasmo DB: PF3D7_0831900) se encuentra 5.35 kb ‘upstream’. 

Fwd: primer forward, Rev: primer reverse, Amplicón: producto de PCR. 
 

 

Figura 04. Mapa físico de la estructura del gen pfhpr3 y sus genes flanqueantes de P. 

falciparum. El gen pfhrp3 (Plasmo DB: PF3D7_1372200) se encuentra en el 

cromosoma 13 de P. falciparum. El gen flanqueante MAL13P1.475 (Plasmo DB: 

PF3D7_1372100) se encuentra a 1.684 kb ‘downstream’ y el gen MAL13P1.485 

(Plasmo DB: PF3D7_1372400) se encuentra región 8.387 kb ‘upstream’. Fwd: 

primer forward, Rev: primer reverse, Amplicón: producto de PCR. 
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La evidencia más crucial que explica la baja sensibilidad de las PDRs fue el reciente 

descubrimiento de parásitos de P. falciparum con deleción en los genes pfhrp2 y 

pfhrp3 en la Amazonía Peruana [10, 33]. La deleción de los genes pfhrp2 y pfhrp3 

fue descrita en muestras de pacientes infectados de las comunidades de Iquitos, 

Loreto. La prevalencia de la deleción en pfhrp2 y pfhrp3 fue de 41% y 70%, 

respectivamente; mientras que el 21.6% de parásitos carecían de ambos genes [10]. 

Un estudio más actual demostró que la prevalencia de la deleción en pfhrp2 es del 

20.7% en muestras recolectadas entre 1998 y 2001, con un incremento hasta el 40,6% 

entre 2003 y 2005 en muestras de P.falciparum recolectadas de las comunidades 

cercanas a Iquitos. El gen flanqueante a pfhrp2, P3D7_08311900 se encuentra 

delecionado en el 39.1% de las muestras recolectadas entre 1998 y 2001, con un 

notable incremento del 44.8% en muestras recolectadas entre 2003 y 2005. 

Contrariamente, el gen flanqueante P3D7_0831700 se encuentra delecionado en 

menor proporción, con 14.1% de muestras carentes para este gen [33]. 

Posteriormente, el análisis de ‘genome scanning’ en 14 aislados clínicos de 

P.falciparum de la Amazonía Peruana confirmó que existe una deleción de 20 a 25 

kb, la cual incluye a los genes pfhrp2 y pfhrp3 ubicados en el cromosoma 8 y 

cromosoma 13, respectivamente [34].  En adelante, varios estudios reportan la 

presencia de parásitos con deleción en estos genes en países como Brasil, Mali, 

Senegal, India y Honduras, Colombia y Guyana [13-18, 35]. En la actualidad, no se 

conoce con exactitud  la dispersión geográfica de parásitos con deleción de los genes 

pfhrp2 o pfhrp3 en los últimos años en la Amazonía Peruana. 

 



	
  

	
   15	
  

3.5 Genética poblacional de P. falciparum 

3.5.1 Diversidad  genética 

El estudio de la genética poblacional de P. falciparum es importante en el control 

epidemiológico de la enfermedad al utilizar marcadores moleculares [37]. El análisis 

de marcadores moleculares ha confirmado la existencia una baja diversidad genética 

de P. falciparum, la cual varía de acuerdo a su ubicación geográfica y estacionalidad 

[38-40]. Por ejemplo, en zonas de baja transmisión como Sudamérica y Sureste de 

Asia, existe desequilibro de ligamiento significativo; baja diversidad genética y altos 

niveles de diferenciación geográfica entre poblaciones de parásitos [38]. En contraste, 

en zonas de alta transmisión como África, se observa recombinación genética al azar, 

alta diversidad genética y bajos niveles de diferenciación geográfica [39-41].  

 

3.5.2 Estructura poblacional 

La estructura poblacional de los patógenos es un parámetro fundamental para el 

entendimiento de la biología de estos organismos, con aplicaciones en epidemiología 

molecular, diseño de drogas y vacunas, y estrategias de control enfocada a las 

poblaciones del parásito [42]. La estructura putativa del parásito puede ser inferida 

por diversos métodologías como la Inferencia Bayesiana, implementada en 

programas bioinformáticos tales como Structure v.2.3.4 [43] que es utilizado en 

epidemiología molecular de malaria [44-46]. Esta herramienta utiliza data genotípica 

(a partir de marcadores RFLP, AFLP, SNPs o microsatélites) para inferir la presencia 

de diferentes poblaciones, asignar individuos a poblaciones, identificar migrantes y 
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de individuos de origen mixto, entre otros [43, 47]. STRUCTURE utiliza un método 

de agrupamiento sistemático Bayesiano el cual se basa en la estimación de cadenas de 

Monte Carlo y Markov (MCMC). El fundamento del cálculo de MCMC se basa en la 

asignación de individuos a un número predeterminado de grupos o clusters de manera 

aleatoria. Luego, las frecuencias alélicas variantes son estimadas en cada grupo y los 

individuos son nuevamente asignados de acuerdo a este nuevo cálculo de las 

frecuencias alélicas. Este proceso matemático es repetido miles de veces, y en 

términos generales compromete alrededor de 100,000 iteraciones, lo cual durante el 

proceso de burnin resulta en una convergencia progresiva hacia la estimación 

confiable y veraz de dichas frecuencias alélicas para cada población [47].  En primera 

estancia, STRUCTURE calcula la probabilidad posterior de la data en un rango de K 

clusters al estimar la probabilidad posterior de K, denominada X (denominada: X|K). 

Al especificar un rango de posibles valores de K para obtener los valores “X”, el 

valor de la probabilidad posterior se convierte cada vez mas pequeña en cada 

simulación. En cada simulación, el cálculo de la probabilidad posterior genera un 

coeficiente de membresía el cual es asignado para cada individuo en cada grupo [48]. 

 

Varios estudios en P. falciparum han determinado que existe una estructura 

poblacional, desde poblaciones panmíticas hasta poblaciones altamente clonales [49]. 

En Sudamérica, P.falciparum presenta una estructura poblacional de tipo clonal [56-

57] debida a cuellos de botella ocasionados por las estrategias de control 

epidemiológico, ‘inbreeding’, baja transmisión y expansión del parásito [50]. En 

Perú, un único estudio ha reportado que el parásito mantiene una estructura 



	
  

	
   17	
  

poblacional y una considerable diversidad genética utilizando doce marcadores 

microsatélites [51]. Actualmente, no existen estudios enfocados en la estructura 

poblacional de P. falciparum en la Amazonía, específicamente de las poblaciones de 

parásitos con deleción en los genes pfhrp2 y pfhrp3. 

 

3.6 Genotipificación multilocus 

La genotipificación multilocus (MLG) de parásitos es importante para la intervención 

y monitoreo de la enfermedad. La principal ventaja de la genotipificación de 

infecciones por malaria es poder identificar y discernir los haplotipos propios de un 

parásito, esenciales para la caracterización la diversidad y estructura genética en 

poblaciones naturales de Plasmodium [52]. Una de los métodos más informativos y 

ampliamente usados para determinar la composición genética en genética de 

poblaciones son los marcadores moleculares [53-54].  

 

Antiguamente, muchas de las estrategias de genotipificación de Plasmodium 

consistían en el uso de RAPD (random amplified polymorphism DNA) [55,56], PCR-

RFLP [57] , SSCP (single-stranded conformational polymorphism) [58], AFLP 

(amplified fragment length polymorphism) [59]; o mediante la amplificación de 

regiones polimórficas de las proteína de superficie de merozoito 1 (MSP1) y 2 

(MSP2) [60] y GLURP (proteína rica en glutamato) [61]. Sin embargo, estas 

aproximaciones utilizan regiones altamente antigénicas que se encuentran bajo 

presión de selección, debido a la respuesta inmune del hospedero [62]. 
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En la actualidad, la gran mayoría de estudios utiliza marcadores moleculares 

neutrales tales como microsatélites (STRs) y polimorfismos de nucleótido único 

(SNPs) los cuales proveen información valiosa de la diversidad genética del parásito 

y del espectro de la estructura poblacional para esta especie [38, 42]. En particular, 

algún cambio en la diversidad y/o estructura poblacional son detectados con este tipo 

de marcadores; y puedan dar indicios de cambios en el patrón de transmisión de la 

enfermedad, una variable importante en epidemiología molecular de malaria. [42]  

 

3.6.1 Marcadores microsatélites 

Los microsatélites, también conocidos como SSR (short sequence repeats) o STR 

(short tándem repeats) son repeticiones en tándem de 1-6 nucleótidos. Se encuentran 

altamente distribuidas en el genoma de eucariotes, en regiones no codantes y/o 

codantes. Son abundantes, codominantes, altamente polimórficos, neutrales y de 

herencia mendeliana. Además, presentan una alta tasa de mutación desde 10-6 hasta 

10-2 eventos por locus por replicación. Esta última característica confiere el alto 

polimorfismo y se cree que es resultado del mecanismo evolutivo de “resbalamiento 

de la ADN polimerasa” durante el proceso de replicación [63, 64].  

 

Existen microsatélites di-, tri-, tetra-, penta- y hasta hexanucleótidos. Los más 

comunes son las repeticiones dinucleótidas y son las más empleadas en investigación. 

Así mismo, se pueden clasificar en repetición simple o perfecta (una unidad de 
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repetición) y/o repetición imperfecta o compuesta  (diferentes unidades de repetición) 

[64]. Entre las principales ventajas de los microsatélites, estos son capaces de detectar 

infecciones por múltiples clonas, distinguir entre recrudescencia y nuevas 

infecciones, comparar niveles de diversidad genética y el espectro de estructura 

poblacional en una determinada zona geográfica [67, 68].  En P. falciparum se han 

identificado más de 900 marcadores microsatélites cada 2-3 kb en regiones codantes 

y no codantes [54]. Estudios reportan un panel tradicional de 12 microsatélites 

neutrales el cual ha sido ampliamente utilizado en la diversidad genética a nivel local 

y global de regiones como África, Sureste de Asia y Sudamérica [38, 65, 66]. Estos 

marcadores se reportan en estudios más recientes de estructura poblacional en 

localidades de baja transmisión de malaria [51, 70].  En Amazonía Peruana, existen 

dos estudios basados en siete marcadores neutrales para la determinación de 

estructura poblacional, reportándose 5 linajes de P. falciparum denominados A, B, C, 

D y E [33, 50].  De la estructura poblacional de los parásitos con deleción 

pfhrp2/pfhrp3 no existen estudios en Perú, siendo un tema muy limitado. 
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IV. JUSTIFICACION 

A pesar de las diversas medidas de control, malaria sigue siendo un problema de 

interés en salud pública en el Perú. La malaria por P.falciparum ha resurgido en la 

Amazonía Peruana, observándose un pico en el número de casos desde el año 2012 

(3965 casos) y cuya tendencia es el incremento de la incidencia de la enfermedad, 

hasta el año 2015 (12 425 casos) [2].  En el Perú, se vienen desarrollando varias 

estrategias para la erradicación de malaria, que abarcan desde el mejoramiento de las 

herramientas de diagnóstico tales como las pruebas de diagnóstico rápido (PDR) 

hasta el estudio de la genética poblacional del parásito. Es importante recalcar que 

existen características biológicas únicas en P. falciparum que podrían influenciar en 

el uso de las pruebas de diagnóstico rápido como herramienta de control 

epidemiológico. En ese sentido, este estudio pretende estimar la frecuencia de los 

eventos de deleción de los genes pfhrp2 y pfhrp3 de P. falciparum en individuos de 

las comunidades de Cahuide, San José de Lupuna y Santa Emilia. Además, se logrará 

conocer la frecuencia de deleción de los genes flanqueantes, los cuales han sido poco 

estudiados. Por otro lado, es importante tener un mejor entendimiento del parasito a 

nivel genético específicamente a nivel de diversidad genética y a nivel de estructura 

poblacional. De la información obtenida, se podrá establecer mejores medidas de 

seguimiento y control epidemiológico con respecto a las características particulares 

de P. falciparum, tales como el fallo en el uso de pruebas de diagnóstico rápido en la 

Amazonía Peruana. 
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V. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

 

5.1 HIPÓTESIS 

Existen clusters diferenciados en los parásitos de P. falciparum que presentan 

deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3 provenientes de las comunidades de Cahuide, 

San José de Lupuna y Santa Emilia de la Amazonía Peruana. 

 

5.2 OBJETIVO GENERAL 

Determinar los grupos poblacionales de los parásitos con deleción en los genes 

pfhrp2 y pfhrp3 en individuos infectados con P. falciparum mediante Inferencia 

Bayesiana. 

 

5.3  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Estimar la frecuencia de deleción de los genes pfhrp2, pfhrp3 y de sus genes 

flanqueantes en muestras de P. falciparum 

- Estandarizar y evaluar la eficiencia de amplificación de nuevos marcadores 

microsatélites por PCR en muestras de P. falciparum. 

- Genotipificar las muestras de P. falciparum por análisis multilocus utilizando 

marcadores microsatélites.  

-Evaluar la diversidad genética en muestras de P. falciparum. 
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VI. METODOLOGIA 

 

6.1 Diseño de estudio 

Este estudio es de tipo descriptivo y retrospectivo desarrollado en las comunidades de 

Cahuide, San José de Lupuna y Santa Emilia.  Para las comunidades de Cahuide y 

San José de Lupuna las muestras se colectaron durante el periodo de agosto 2012 a 

junio 2014 y para la comunidad de Santa Emilia, desde Marzo de 2013 a Noviembre 

de 2013. En un sistema de vigilancia activa se colectaron una muestra de sangre por 

punción digital mensualmente para realizar el diagnóstico por microscopia (gota 

gruesa y frotis) y  sangre en papel filtro para el diagnóstico molecular (qPCR-18S 

sRNA). El diagnóstico molecular se realizó en el Laboratorio Satélite en Iquitos, 

Loreto con una confirmación en el Laboratorio de Malaria en Lima (Unidad de 

Epidemiología Molecular). La confirmación del diagnóstico molecular se realizó 

trimestralmente para Cahuide y Lupuna; y mensualmente para Santa Emilia durante 

el periodo de seguimiento. Solo las muestras positivas a P. falciparum fueron 

evaluadas para la amplificación de los genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes. 

Posteriormente, estas muestras fueron reamplificadas para obtener mayor cantidad de 

ADN, y de esta manera realizar la genotipificación con veinte marcadores 

microsatélites. Con los datos haplotípicos obtenidos, se realizó el análisis de 

diversidad genética y estructura poblacional (Figura 05). 
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6.2 Población, selección y tamaño muestral 

La población de estudio fueron habitantes de la Amazonía Peruana, incorporados en 

el sistema de vigilancia activa como parte del estudio cohorte “Impacto de los 

portadores asintomáticos en la epidemiología y control de la malaria en la Amazonía 

Peruana”, con código SIDISI: 57395 del Proyecto ICEMR-Amazonía. Los 

participantes de este estudio firmaron previamente un consentimiento informado 

según las Normas del Código de Ética y Bioseguridad. Todos los procedimientos 

fueron realizados siguiendo los lineamientos establecidos en la Declaración de 

Helsinki. 
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Figura 05. Flujograma de trabajo  
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6.2.1 Población 

Tres comunidades rurales fueron parte de este estudio ubicadas en el Departamento 

de Loreto, Perú (Figura 06). La comunidad de San José de Lupuna (LUP) 

(03°44.591´S, 73°19.615´W) es una comunidad rural y rivereña ubicada a 10 km de 

la ciudad de Iquitos, accesible a través del Río Nanay. Las principales actividades 

económicas de esta comunidad incluyen el cultivo de mandioca y la producción de 

carbón a partir de la quema de madera. La transmisión de malaria es estacional. 

 

La comunidad de Cahuide (04°13.785´S/073°276´W), está localizada en el distrito de 

San Juan a 60 km de la ciudad de Iquitos, a lo largo de la carretera Iquitos-Nauta y a 

orillas del Río Itaya, afluente del río Amazonas. Esta comunidad peri-urbana es el 

centro de producción de palma. Presenta un patrón de transmisión heterogénea. 

 

La comunidad de Santa Emilia (4° 11.754´S, 74°12.616´W), ubicada a orillas del Rio 

Tigre, se encuentra en una localización remota a 150 km de la ciudad de Iquitos y es 

únicamente accesible por bote. No cuenta con ningún centro o posta médica. Así 

mismo, no ha recibido intervención por parte del Ministerio de Salud. Aunque el 

patrón de transmisión de malaria es perenne, presenta ciertos picos en determinados 

meses del año.  

 

Si bien la transmisión de malaria en el departamento de Loreto es estacional, existen 

picos en la temporada de lluvia de Enero a Junio [70]. Anopheles darlingi es el vector 
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antropofílico más importante de esta zona, distribuido principalmente en las 

comunidades alrededor de la ciudad de Iquitos Los criaderos más comunes son 

arroyos, riachuelos y estanques de peces [71]. Recientemente, los distritos de Iquitos 

y San Juan han sido denominadas áreas de extremado y muy alto riesgo de malaria 

por P. falciparum, respectivamente [2]. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06. Mapa de las comunidades de Cahuide (CAH), San José de Lupuna (LUP) 

y Santa Emilia (SEM) – Departamento de Loreto, Perú. Imagen tomada y modificada 

de Google Maps [73]. 

 

6.2.2 Tamaño de muestra 

En este estudio, no se realizó un cálculo de tamaño muestral puesto que las muestras 

provienen del estudio cohorte previamente establecido del Proyecto ICEMR-
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Amazonía. Se seleccionaron aquellas muestras de sangre en papel filtro de pacientes 

con diagnóstico positivo a P. falciparum determinado por qPCR. Las muestras 

recolectadas para las comunidades de Cahuide y San José de Lupuna corresponden a 

los meses de marzo, junio, setiembre y diciembre por cada año de recolección. Las 

muestras analizadas para la comunidad de Santa Emilia fueron captadas y analizadas 

en los meses de marzo, mayo, junio, julio, agosto, setiembre, octubre y noviembre del 

2013. 

 

  

6.2.3 Criterios de inclusión y exclusión 

 

Los criterios de inclusión fueron: 

- Individuos residentes de las comunidades de estudio que hayan firmado el 

consentimiento informado al inicio del estudio. 

- Muestra positivas a P. falciparum determinados por qPCR cuantitativo, con 

un valor de Cq inferior a 33.5 (menor a 20 copias por reacción) 

- Muestra de P. falciparum con suficiente cantidad de ADN (> mayor a 20 

copias por reacción) para la amplificación de los seis genes y marcadores 

microsatélites. 
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Los criterios de exclusión fueron: 

- Muestras negativas, no amplificadas y/o con infección mixta por P. vivax. 

- Muestras de P. falciparum con un valor de Cq mayor a 33.5. 

- Muestras de P. falciparum degradadas. 

 

6.3 Operacionalización de variables 

Unidad de análisis: Poblador de la Amazonía Peruana. 

Unidad de muestreo: Poblador de la Amazonía Peruana que vive en la comunidad 

rural de San José de Lupuna, Cahuide y/o Santa Emilia que cumple con los criterios 

de inclusión.  

 

6.3.1 Variables independientes 

Comunidades rurales:  Cahuide (CAH), San José de Lupuna (LUP) y Santa Emilia 

(SEM) de la Amazonia Peruana.  

Tiempo: años de recolección de muestras 2012, 2013 y 2014. 

 

6.3.2 Variables dependientes 

Frecuencia de deleción del gen: variable cuantitativa. Es el número de parásitos con 

deleción en el gen pfhrp2, pfhrp3 o flanqueante dividido entre el número total de 

parásitos de P. falciparum (qPCR-18S sRNA) multiplicado por 100%. Este parámetro 

fue calculado en cada comunidad de estudio.  
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Frecuencia alélica: es la proporción del alelo “X” en relación al total de alelos 

detectados en la población para un locus determinado. Varia entre 0 y 1.  

 

Riqueza alélica: número promedio de alelos por locus independiente del tamaño de 

muestra. Representa el número total de alelos en la población. 

 

Heterocigocidad esperada (He): es la diversidad genética intrapoblacional. Estima la 

probabilidad de que dos alelos escogidos al azar en una poblacion sean diferentes. 

Varia entre 0 y 1, a mayor heterocigocidad el valor se acerca a 1. 

 

Fst: es la diversidad genética interpoblacional. Es el grado de diferenciación genética 

entre pares de poblaciones. Varía entre 0 y 1. Poblaciones altamente diferenciadas 

presentan valores cercanos a 1; mientras que poblaciones semejantes tienen valores 

cercanos a 0. 

 

Desequilibrio de ligamiento global: asociación no al azar entre los alelos de 

marcadores ligados. Indica si la poblacion es de tipo clonal mediante el índice de 

asociación (IA
S o ‘Standardized index of association’). 

 

Cluster: es el número de poblaciones o subpoblaciones de P. falciparum determinado 

por los marcadores microsatélites más informativos para este estudio. Es una variable 

discreta, cuantitativa. 
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6.4 Materiales y métodos  

 

6.4.1 Extracción de ADN genómico 

La extracción de ADN genómico se realizó mediante el método de fenol-cloroformo- 

alcohol isoamílico (Sigma) [73]. Se cortó una región de 3x3 mm2  de papel filtro con 

sangre infectada de paciente.  Se agregó 250 µL de buffer TEN 2X (Tris-HCl 0.01M, 

EDTA 0.001M y NaCl 0.1M), 50 µL de SDS 10%, 20 µL de Proteinasa K (QIagen) y 

180 µL de H20 PCR.  Estas fueron agitadas con vortex e incubadas a 56°C con 

agitación constante por 1 hora. Posterior a la incubación, se agregaron 500 µL de 

solución de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1). Después, se mezcló por 

inversión y se centrifugó a 13 000 x g por 5 minutos. La fase acuosa fue transferida a 

un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml, y se agregaron 500 µL de solución 

cloroformo/alcohol isoamílico, repitiéndose el paso anterior. Nuevamente, se retiró la 

fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml; y se agregó 0.2 volúmenes de 

acetato de sodio 3M pH 5.2 y 1 volumen de etanol absoluto. Después de este proceso, 

las muestras fueron incubadas por un periodo de ~16 horas a -20°C. Al día siguiente, 

se centrifugó por 15 minutos a máxima velocidad. A continuación, se eliminó el 

sobrenadante por decantación y se dejó secar el pellet por 2 minutos en papel toalla. 

Se agregó 1 ml de etanol 70%, y nuevamente  se centrifugó a máxima velocidad, 

eliminándose el sobrenadante.  Para eliminar los restos de etanol, las muestras fueron 
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secadas a 65°C por 10 minutos.  Finalmente, el ADN fue resuspendido en 50 µL de 

buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM) y almacenadas a -20°C hasta su posterior uso. 

 

6.4.2 Diagnóstico molecular (qPCR)  

El diagnóstico molecular de la infección por malaria se realizó según lo previamente 

descrito [74]; mediante el uso de PCR en tiempo real  (qPCR) con fluróforo SYBR 

Green. El blanco de amplificación fue el gen multicopia ribosomal 18S rRNA de 

Plasmodium. Se preparó una reacción de qPCR de 25 µl conteniendo 12.5 µl de 

PerfeCTa ® SYBR® Green FastMix®, 6 µl de H2O libre de nucleasas, 0.3 µM de 

primer forward PL1473F18 (5´-TAACGAACGAGATCTTAA- 3´), 0.3 µM de 

primer reverse PL1679R18 (5´-GTTCCTCTAAGAAGCTTT-3´) y 5 µl de ADN 

extraído.  

 

La amplificación de qPCR se realizó en un termociclador Real-Time PCR CFX 

ConnectTM Bio-Rad con las siguientes condiciones de ciclado: denaturación inicial a 

95°C/2min; 45 ciclos de denaturación 95°C/20 seg, hibridación 52°C/20 seg, 

extensión 68°C/30 seg; extensión final 68°C/3 min y denaturación 95°C/10 seg; curva 

de melting de 60°C hasta 90°C, con un incremento de 0.5°C por 5 seg. Las muestras 

positivas a P. falciparum presentaron una temperatura de melting de 72°C. 

 

Para la determinación de carga parasitaria en cada muestra, se construyó una curva 

estándar de P. falciparum  a partir de diluciones seriadas de ADN plasmídico 
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purificado que contenía una sola copia del gen ribosomal 18S rRNA de P. falciparum 

cepa ITG. Los puntos de la curva estándar incluyeron un rango de 2x106 copias/µl 

hasta 2x100 copias/µl por reacción de PCR, donde c/µl expresa el número de copias 

del plásmidos por µl de reacción de qPCR. El número de copias del gen ribosomal 

18S rRNA de P.falciparum en muestras de pacientes infectados fue determinado 

según la siguiente fórmula: 

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜  𝑑𝑒  𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠  𝑑𝑒𝑙  𝑔𝑒𝑛  18𝑆  𝑟𝑅𝑁𝐴/µμl   =
𝑄′  (𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜  𝑑𝑒  𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠  𝑑𝑒𝑙  𝑔𝑒𝑛  18𝑆  𝑟𝑅𝑁𝐴)

5  𝑥  5  
 

 

donde Q’ fue estimado a partir de la ecuación de la recta de la curva estándar: 

 

𝑄′ = 10
(!"!!)

!  

 

y donde Cq= ciclo de amplificación de la muestra problema; b= intercepto en el eje 

‘y’; a= tangente de la pendiente y 10 = factor de dilución de la curva estándar. 

Además, el término ‘5 x 5’ representa el factor de normalización determinado por el 

volumen de muestra agregada en cada ensayo (5 µl) y el número de copias del gen 

18S rRNA por genoma del parásito (5 copias).  

 

Control positivo (Cepa ITG de P. falciparum), control negativo (ADN humano sin 

infección) y blanco (H2O PCR) fueron incluidos en cada ensayo de qPCR.  

 

 



	
  

	
   33	
  

6.4.3 Re-amplificación de genoma completo (WGA) 

Para obtener una mayor cantidad de ADN genómico, las muestras de pacientes 

infectados con P. falciparum fueron reamplificadas mediante la metodología de 

amplificación de genoma completo (WGA, por sus siglas en inglés) [75]. Se utilizó el 

kit comercial lllustra GenomiPhi v.2, realizándose modificaciones en el protocolo.  Se 

agregó 1 µl de ADN extraído y se mezcló con 9 µl de buffer de muestra. Luego, las 

muestras fueron denaturadas a 95°C por 3 minutos y enfriadas a 4°C en un 

termociclador Bio-Rad T100TM Thermal Cycler. A continuación, se preparó una 

solución de master mix que contiene 9 µl de buffer de reacción y 1 µl de enzima 

ADN Phi 29 polimerasa.  Se agregó 10 µl de master mix a cada muestra, 

manteniendo la cadena en frio. Seguidamente, las muestras fueron incubadas a 30°C 

por 3 horas en un termociclador Bio-Rad T100TM Thermal Cycler. La enzima ADN 

Phi 29 polimerasa fue desactivada a 65°C por 10 minutos y enfriada a 4°C.  

Finalmente, las muestras reamplificadas fueron diluidas en 1/100 y seguidamente 

cuantificadas por el método de qPCR para estimar el número de copias genómicas.  

 

6.4.4 Amplificación por PCR de los genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes 

PF3D7_0831700, PF3D7_0831900, PF3D7_1372100 y PF3D7_1372400 

Se realizó PCR convencional con primers específicos a la secuencia exónica 2 de los 

genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes, tal como se describe previamente [10]. Para la 

amplificación de los genes pfhrp2 y pfhrp3, se preparó una solución master mix de 

con las siguientes condiciones: 6 µl de H2O libre de nucleasas, 1X Buffer PCR, 0.2 
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mM de dNTPs, 0.5 µM de primer forward y 0.5 µM primer reverse, 0.1 U de HotStart 

Taq ADN polimerasa (Invitrogen) y 5 µl de ADN extraído, en un volumen final 25 

µl. 

 

Para la amplificación de los genes flanqueantes PF3D7_0831700, PF3D7_1372100 y 

PF3D7_1372400 se preparó una solución master mix con las siguientes condiciones:  

6 µl de H2O libre de nucleasas, 2.5 µl Buffer 10X, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 µM de 

primer Fwd y 0.4 µM primer Rev, 0.1 U de HotStart Taq DNA polimerasa 

(Invitrogen) y 5 µl de ADN extraído, en un volumen final 25 µl.  

Para la amplificación del gen flanqueante PF3D7_0831900 se preparó una solución 

master mix con las siguientes condiciones:  6 µl de H2O libre de nucleasas, 1X Buffer 

PCR, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 µM de primer forwardy 0.4 µM primer reverse, 0.1 U de 

HotStart Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y 5 µl de ADN extraído, en un volumen 

final 25 µl. 

 

El PCR convencional se realizó en un termociclador Bio-Rad T100TM Thermal 

Cycler. Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de 

agarosa 2% TBE 0.5X (Tris-borato 0.045 M y EDTA 0.001M) a 95 V por 50 

minutos. La visualización de los productos teñidos con bromuro de etidio (0.5 

µg/mL) se realizó bajo un transluminador UV Bio-Rad y analizados con un 

fotodocumentador Gel DocTM XR+System Bio-Rad. El tamaño de los productos de 

PCR esperados fueron estimados con un marcador de ADN de 100 bp (Invitrogen). 
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Los controles de PCR incluyeron a la cepa ITG de P. falciparum como control 

positivo a los seis genes de interés; control negativo del gen pfhrp2 (cepa Dd2) y 

control negativo del gen pfhrp3 (cepa HB3) fueron utilizados en cada corrida de PCR. 

El límite de detección de PCR fue de 10 moléculas de ADN/ µl de reacción. 

 

6.4.5 Genotipificación multilocus  

 

6.4.5.1 Elección de marcadores microsatélites 

Se seleccionaron 11 microsatélites neutrales previamente reportados y descritos por 

Anderson et al., 1999 [38]. Adicionalmente, se incluyeron nuevos microsatélites del 

mapa genético de P. falciparum [52] el cual se encuentra disponible online en la base 

de datos de NCBI. Ambos sets de marcadores microsatélites fueron estandarizados en 

la cepa ITG de P. falciparum; y luego amplificados en las muestras de pacientes con 

infección P. falciparum de las comunidades de estudio. Entre los criterios de 

selección del nuevo grupo de marcadores se consideró la longitud del motivo, el 

número de repeticiones y la localización genómica. 

 

6.4.5.2 Diseño de cebadores  

Para el nuevo panel de marcadores microsatélites de regiones no codantes a lo largo 

del genoma, se diseñaron cebadores específicos flanqueantes al motivo de repetición. 

Se utilizó el programa “Primer- BLAST” disponible en URL: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Se consideraron los siguientes 
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parámetros: longitud de los cebadores entre 22-25 bp, %GC de 40 y Tm entre 45- 

55°C. Únicamente el cebador forward fue marcado con un fluoróforo comercial en el 

extremo 5´: FAMTM, NEDTM, VICTM o PETTM. 

 

6.4.5.3 Estandarización del PCR de microsatélites 

La estandarización del PCR para la amplificación de los marcadores microsatélites se 

realizó con la cepa estándar ITG de P. falciparum. En el proceso de estandarización 

se evaluaron los siguientes parámetros: concentración de ADN de la cepa ITG, curva 

de temperatura de hibridación, curva de concentración de primers, curva de 

concentración de cloruro de magnesio y variante de PCR. Todos los PCR de 

microsatélites se estandarizaron en sistemas de PCR convencional simples. 

 

Para establecer el límite de detección de los marcadores microsatélites, se realizó una 

curva estándar de P. falciparum cepa ITG a partir de diluciones seriadas de ADN 

plasmídico purificado, el cual contenía una única copia del gen 18S rARN. El número 

de copias de cada dilución fue ajustada en cada punto, teniendo como punto inicial 

2.04 x 106 copias por reacción hasta 2.04 copias por reacción como punto final de la 

curva.  Las amplificaciones de los 20 microsatélites en la cepa estándar ITG de P. 

falciparum fueron realizadas en un termociclador Bio-Rad T100TM Thermal Cycler. 

La confirmación de amplificación de productos de microsatélites fue analizada por 

electroforesis en gel de agarosa 2% TBE 0.5X (Tris-borato 0.045 M y EDTA 

0.001M) a 95 V por 50 minutos. La visualización de los productos teñidos con 
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bromuro de etidio (0.5 µg/mL) fue realizada bajo un transluminador UV Bio-Rad. El 

tamaño de los productos fue comparado con un marcador de peso molecular de 50 bp 

(Amresco).  

 

6.4.5.4 Análisis de electroferogramas 

 

Paralelamente, la determinación del número y tamaño de los alelos de los productos 

de PCR convencional y PCR tipo nested fue estimada por electroforesis capilar. La 

lectura de los productos de amplificación de microsatélites incluyó la preparación de 

una solución mix que contiene 9.75 µl de Hi-Di TM Formamida (Applied Biosystems) 

y de 0.25 µl del marcador GeneScan TM 500 LIZ TM (rango entre 35 a 500 bp). Los 

marcadores microsatélites fueron evaluados en cinco grupos para ser leídos en el 

analizador genético ABI 3100 Avant (Applied Biosystems), el cual es capaz de 

analizar hasta cuatro fluoróforos por lectura. Antes de cada lectura, se realizaron 

ensayos pilotos ajustando la dilución del producto de microsatélite para los cinco 

diferentes grupos de marcadores. Para la electroforesis capilar, se cargó 1 µl de la 

dilución de cada grupo de microsatélites, los cuales fueron mezclados con 10 µl de 

solución mix. Seguidamente, la placa de muestras fue calentada a 95°C por 3 

minutos, y enfriada a 4°C por 5 minutos en un termociclador Bio-Rad T100TM 

Thermal Cycler antes de ser analizada en el equipo ABI 3100 Avant (Applied 

Biosystems). 

 

Finalizada la electroforesis capilar, el análisis de fragmentos consistió en la 
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estimación del tamaño del alelo (en pares de bases) para cada marcador microsatélite. 

El tamaño del microsatélite fue determinado con los programas GeneMapper v.4.0 

(Applied Biosystems) y Peak Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems). Los 

alelos para cada microsatélite en cada muestra de P. falciparum fueron analizados por 

inspección manual en cada electroferograma y normalizados con respecto al control 

positivo ITG de P. falciparum. Para cada muestra de P. falciparum, únicamente picos 

con mayores al 30% del pico dominante (valor alto de RFU o unidades de 

fluorescencia relativa) fueron considerados como un ‘alelo real’ [77]. Picos con 

valores de fluorescencia menores a 100 rfu fueron considerados como ruido o 

distorsión. La depuración de data cruda incluyó la identificación de picos ‘stutters’ 

(pico con altura de 1/3 menor al pico principal). Así mismo, la presencia de más de 

dos alelos para cada muestra fue interpretada como una co-infección de dos clonas 

distintas (infección policlonal). La presencia de alelos no amplificados fue reportada 

con un valor de ‘-9’.  

 

 

6.5 Consideraciones éticas 

Las muestras a utilizar provienen del estudio cohorte previo (“Impacto de los 

portadores asintomáticos en la epidemiología y control de la malaria en la 

Amazonía Peruana”, Código SIDISI: 57395), el cual cuenta con la aprobación del 

Comité de Ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Así mismo, los 

pacientes incluidos en el estudio cuentan con consentimiento informado por escrito 

según las Normas del Código de Ética y Bioseguridad. Todos los procedimientos 
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fueron realizados siguiendo los lineamientos establecidos en la Declaración de 

Helsinki. 

 

6.6 Plan de análisis 

 

6.6.1 Determinación de la frecuencia de delecion de los genes pfhrp2, 

pfhrp3 y flanqueantes PF3D7_0831700, PF3D7_0831900, 

PF3D7_1372100 y PF3D7_1372400 

 

La frecuencia de los genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes PF3D7_0831700, 

PF3D7_0831900, PF3D7_1372100 y PF3D7_1372400 fue estimada para cada 

parásito de P. falciparum en cada una de las tres comunidades de estudio. La 

deleción del gen pfhrp2, pfhrp3 o flanqueante se definió como la no amplificación 

del gen por PCR convencional, lo que indicaría la ausencia del gen. Por el contrario, 

la presencia del gen pfhrp2, pfhrp3 o flanqueante fue definida como la presencia de 

un solo producto de amplificación (una única banda) determinado por PCR 

convencional, correspondiente a la secuencia exónica 2 del gen de interés. El cálculo 

de la frecuencia de deleción del gen pfhrp2, pfhrp3 y genes flanqueantes en cada 

comunidad de estudio fue estimada según la siguiente fórmula: 

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜  𝑑𝑒  𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠  𝑐𝑜𝑛  𝑝𝑎𝑟á𝑠𝑖𝑡𝑜𝑠  𝑐𝑜𝑛  𝑑𝑒𝑙𝑒𝑐𝑖ó𝑛  𝑒𝑛  𝑒𝑙  𝑔𝑒𝑛  𝑑𝑒  𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙  𝑑𝑒  𝑖𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑓𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠  𝑐𝑜𝑛    𝑝𝑎𝑟á𝑠𝑡𝑖𝑜𝑠  𝑑𝑒  𝑃. 𝑓𝑎𝑙𝑐𝑖𝑝𝑎𝑟𝑢𝑚

  𝑥  100% 
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Las diferentes combinaciones de deleción en los genes pfhrp2, pfhrp3 y/o 

flanqueantes fueron estimadas a partir de los resultados de amplificación de PCR 

convencional.  Se construyó una hoja de cálculo en Excel (Microsoft Corporation, 

USA) donde la presencia (resultado de PCR positivo) del gen fue representada con 

un valor de “1”; mientras que la ausencia del gen (resultado de PCR negativo) con el 

valor de “0“. En base a estos resultados, se utilizó el programa GenAlEx v.6.5 [78] 

con el objetivo de estimar la frecuencia de deleción de los genes de interés y de los 

genes franqueantes en el número total de muestras positivas a P. falciparum. 

 

6.6.2 Análisis de diversidad genética de P. falciparum 

 

6.6.2.1 Elaboración del archivo input   

Se elaboró un archivo ‘input’ en una hoja de cálculo Excel (Microsoft Corporation, 

USA) el cual registró el código de muestra, fecha de recolección, comunidad de 

estudio, marcador microsatélite y el tamaño del alelo para cada marcador. De esta 

manera, se construyeron los diferentes haplotipos de 20 marcadores microsatélites en 

las muestras de P. falciparum para este estudio. Como primer filtro, se estimó el 

número de infecciones monoclonales y policlonales en base a 20 marcadores 

microsatélites en el total de muestras genotipificadas. Aquellas muestras con 

infección monoclonal fueron consideradas en este estudio, excluyéndose a las 

infecciones policlonales. Muestras con alelos no amplificados en los veinte 

marcadores  microsatélites  fueron asignados con un valor de ‘-9’. Marcadores con 
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‘missing data’ mayor al  50%  fueron eliminadas del estudio, con la finalidad de 

quedarnos con los marcadores más representativos e informativos.  Seguidamente, el 

archivo ‘input’ fue convertido a las diferentes extensiones de los software de genética 

de poblaciones con el programa GenAlEx v.6.5 [78]. 

 

6.6.2.2 Cálculo de las frecuencias alélicas 

El número total de alelos por cada loci, la diversidad alélica (número de alelos por 

locus independientemente del tamaño de muestra) y el número de alelos detectados 

en una muestra fueron calculados para cada población con el programa FSTAT 

v.2.9.3 y GenAlEx v.6.5 [78, 79]. 

 

6.6.2.3 Cálculo de la diversidad genética intrapoblacional  

La diversidad genética intrapoblacional o heterocigocidad esperada (He) (también 

denominada como diversidad génica (h)) es la probabilidad de que dos alelos 

escogidos al azar en una población sean diferentes [70]. Este parámetro está definido 

según la ecuación propuesta por Nei et al [80]: 

 

𝐻𝑒 =
𝑛

(𝑛 − 1)
[1 − ∑pi2] 

donde  

pi: frecuencia del alelo ‘i' en la población. 

n: número de alelos en un locus corregido por tamaño muestral 
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La heterecigosidad He tiene un rango entre 0 y 1, donde el valor de 1 representa una 

mayor variabilidad genética. Este parámetro fue calculado con el programa Genepop 

v.4.2 [81].  

 

 

6.6.2.4 Diversidad genética interpoblacional  

La diversidad genética interpoblacional también conocido como el índice de fijación 

subpoblacional, mide la correlación entre dos alelos escogidos al azar dentro de las 

subpoblaciones con relación a los alelos muestreados aleatoriamente del total de una 

población. Este parámetro mide la diferenciación genética entre las subpoblaciones 

[82].  Los valores de Fst se basan en las diferencias de frecuencias alélicas en cada 

población, variando de 0 (cuando no hay diferenciación entre las subpoblaciones) a 

1.0 (diferencias completamente fijadas, es decir sin alelos compartidos). Este 

parámetro se define como: 

 

    Fst	
  =	
  (HT	
  –	
  HS)	
  /	
  HT 

 
donde HS es la heterocigosidad esperada dentro de una población y HT es la 

heterocigosidad esperada total. Así mismo, el Fst representa una medida del efecto 

Walhund, el cual es una deficiencia de heterocigotos debido a una subdivisión 

poblacional no detectada [86]. 

 

Los valores de Fst tienden a ser sesgados cuando existen muchos alelos por locus, por 
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lo tanto se recomienda corregirlo [84]. Esta corrección es expresada en función al Fst 

estandarizado= Fst/Fst-max. Además, Fst-max fue calculado mediante la recodificación de la 

data con el programa RecodeData v.0.1 [87] para así obtener la máxima divergencia 

entre poblaciones. Para determinar si el estadístico de Fst es significativamente 

diferente de cero, se aplicó un test de permutación de n=10, 000. Este parámetro fue 

calculado con el programa Fstat v.2.9.3 [79].  

 

 

6.6.2.5 Desequilibrio de ligamiento global 

Para determinar el desequilibrio de ligamiento global presente en los parásitos locales 

de P. falciparum, se calculó el índice de asociación estandarizado (IA
s). Este test 

compara la varianza (VD) del número de alelos compartidos entre los haplotipos 

observados en la población (D), con respecto a la varianza esperada (VE), asumiendo 

que existe una asociación de alelos al azar: 

 

IA
s = (!!  /  !!  !  !)

(!  !  !)
 

 

donde r =  número de alelos analizados. 

 

El IA
s fue calculado con el programa LIAN v.3.5 [89], bajo la hipótesis nula de 

equilibrio de ligamiento (IA
s = 0), es decir que existe segregación de los alelos al azar. 

Este parámetro fue calculado en dos niveles: haplotipos totales y haplotipos únicos. 

 

 



	
  

	
   44	
  

6.6.2.6 Determinación de haplogrupos de P. falciparum 

Para determinar el número y frecuencia de los haplogrupos de P. falciparum, se 

utilizó el programa HAPLOTYPE ANALYSIS v.1.05 [90]. Este programa estima los 

haplotipos para el set de marcadores completos por muestra, asignándole una 

nomenclatura de haplotipo. 

 

 

6.6.3 Análisis de la estructura poblacional de P. falciparum 

La estructura poblacional de los parásitos con deleción en pfhrp2 y pfhrp3 de P. 

falciparum fue determinada mediante el análisis de Inferencia Bayesiana establecido 

en el programa STRUCTURE v.2.3.3 [91]. STRUCTURE asigna individuos, basado 

en las frecuencias alélicas de cada locus, a determinado número de clusters 

(representado como “K”) para un determinado set de marcadores microsatélites. En 

cada simulación, se utilizó un rango de “K” entre 1-10 (con 10 iteraciones en cada 

valor de K), un burn-in period de 50, 000 iteraciones y 150,000 repeticiones de 

Cadenas de Markov y Montecarlo (MCMC) como parámetros iniciales de corrida. 

Como análisis exploratorio, se realizó una simulación considerando a todos los 

individuos como una sola población de P. falciparum. Posteriormente, se analizaron 

las muestras para Cahuide, San José de Lupuna y Santa Emilia como poblaciones 

independientes. De esta forma, se compararon los valores de membresía (Q) del 

análisis de la población total versus los análisis independientes para cada comunidad.  
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6.6.3.1 Determinación del modelo de Inferencia Bayesiana 

El análisis de la determinación de la estructura poblacional basado en Inferencia 

Bayesiana consideró un modelo admixture, empleado en el análisis de muestrasl total 

y en el análisis independiente por comunidad de estudio. Este modelo asume que los 

individuos presentan ancestría mixta, es decir el individuo i ha heredado de su 

ancestro parte de su genoma al cluster “K”. Este modelo asume que el origen de cada 

alelo es independiente, tal como se describe por Pritchard  y Evanno [91-93]. 

 

6.6.3.2 Determinación de clusters  

Para la estimación del valor de cluster “K” más probable, se calculó el valor de la 

probabilidad posterior (expresado como “Estimated Ln Prob of Data”), asumiendo el 

método de Evanno [93] con el programa STRUCTURE HARVERSTER v0.6.8 [94]. 

Para la población total, primero se determinó una ventana de K=1-10. Seguidamente, 

se realizó una nueva corrida con los valores de delta K más altos del primer análisis, 

delimitando así la nueva ventana del valor de K. De la misma manera se aplicó este 

criterio para las corridas independientes por comunidad mencionadas anteriormente.  

 

6.6.3.3 Alineamiento de réplicas del coeficiente de membresía 

Para evaluar los ‘outputs’ de STRUCTURE, se utilizó el programa CLUMPP 

(CLUster Matching and Permutation Program) v.1.1.2 [95]. Este programa identifica 
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la variación existente entre réplicas de cada cluster para un rango de K clusters y es 

capaz de minimizar dicha variación al alinear los valores de membresía (Q) obtenidos 

de cada réplicas, generando una nueva matriz con los coeficientes individuales de 

membresía. El alineamiento o promedio de réplicas considera un algoritmo de 

búsqueda ‘greedy’ [95], el cual calcula todas las permutaciones posibles para cada 

corrida. En el análisis de la población total, se consideró un valor de membresía (Q) 

del individuo > 90% de pertenecer a un cluster específico. En las corridas 

independientes, la pertenencia hacia determinado cluster fue elegido de acuerdo al 

valor más alto de membresía (Q).  

 

 

6.6.3.4 Representación gráfica de la estructura poblacional 

Los valores de membresía alineados correspondientes a los clusters fueron graficados 

y visualizados con el programa DISTRUCT v.1.1 [96] en el total de muestras 

analizadas. 

 

 

6.7 Análisis estadístico 

En este estudio, en análisis estadístico y visualización de los datos fue realizado con 

el programa  STATA (v.14, College Station, TX) [97]. 
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1. Para la estimación de las frecuencias de deleción de los genes pfhrp2 y pfhrp3 

y genes flanqueantes, se calculó el intervalo de confianza (CI) al 95% para 

evaluar la fuerza de asociación entre las variables.  

 

2. Con el fin de evaluar si existe una diferencia estadística entre las proporciones 

de clusters diferenciados en los parásitos con deleción y parásitos sin 

deleción, se construyó una tabla 2 x 2 aplicándose la prueba de Chi-cuadrado 

y así brindar mayor robustez a la data. 

 

3. El cálculo de los diferentes índices de diversidad genética fueron estimados 

significativamente estadísticos con un valor de p<0.05.  
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VII. RESULTADOS 

 

7.1 Diagnóstico molecular de infecciones de malaria por P. falciparum 

 

El diagnóstico molecular basado en PCR en tiempo real con fluoróforo SYBR-Green 

permitió la identificación de especies de Plasmodium en muestras de pacientes. La 

presencia de un único pico de temperatura de melting (Tm) de 72°C indicó un 

resultado positivo para la especie de P. falciparum. Un total de 1036 muestras de 

papel filtro fueron recolectadas entre los años 2012 al 2014, de las cuales el 52.41 % 

(543/1036) fueron positivas a malaria por P. falciparum identificadas con PCR en 

tiempo real. El porcentaje mayor de infecciones de P. falciparum se encontró en la 

comunidad de Cahuide (21.13%), seguida de la comunidad de Santa Emilia (17.18%) 

y finalmente en San José de Lupuna (14%) (Tabla 01). 

 

 

Tabla 01. Diagnóstico molecular (qPCR) de malaria por comunidad de estudio 

 

Comunidad de 
estudio  

Cahuide 
San José de 

Lupuna Santa Emilia Total 
n % n % n % n % 

Total analizado 333   375   258   1036   
PCR                   
P.falciparum   219 21.13 146 14 178 52.41 543 52.41 
P.vivax   77 7.43 99 9.55 22 2.12 198 19.11 
Mixto   35 3.37 31 2.99 34 3.28 100 9.65 
Negativo   72 6.98 99 9.55 24 2.31 195 18.82 
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7.2 Cuantificación de niveles de parasitemia de P.falciparum 

 

La curva estándar a partir del plásmido pGEM-T conteniendo el gen multicopia 18S 

rARN de Plasmodium permitió determinar la cantidad de copias de ADN por 

microlitro en muestras de pacientes infectados. Por conveniencia, se estableció un 

punto de corte de Cq (ciclo de amplficación) de 33.5 que corresponden a 20 copias 

del gen target. Así, las muestras de P. falciparum fueron agrupadas en dos categorias: 

Cq temprano y Cq intermedio. Muestras de Cq tardio o baja parasitemia fueron 

excluidas de este estudio (Cq >33.5). En base a esta selección, solo 227 muestras 

cumplieron con este criterio de inclusión. En líneas generales, se observa que el 

75.25% de las muestras de este estudio corresponden a Cq intermedio; mientras que 

el 24.65% a Cq temprano. A nivel de comunidad, el 40.96% del total de muestras 

provienen de Santa Emilia; el 33.46% a Cahuide y el 25.48% a San José  Lupuna 

(Tabla 02). 

 

 

 

Tabla 02. Distribución del valor de Cq (carga parasitaria) en las infecciones de 

P.falciparum  

 

Comunidad de 
estudio 

Cahuide San José de 
Lupuna Santa Emilia Total 

n % n % N % n % 
Total analizado 76 33.46 58 25.48 93 40.96 227   
Cq temprano   14 6.16 14 6.16 14 6.16 56 24.65 
Cq intermedio   62 27.3 41 18 68 29.95 171 75.25 
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7.3 Frecuencia de la deleción de pfhrp2, pfhrp3 y genes flanqueantes  

Se estimó la deleción de pfhrp2 y pfhrp3 con la técnica de PCR convencional 

(blanco: secuencia exónica-2) en un total de 227 muestras. La frecuencia de la 

deleción del gen pfhrp2 fue altamente prevalente en el 62% (47/76, 95% IC [49.99-

72.75], p<0.001) de las muestras de la comunidad de Cahuide, seguida de 53.4% 

(31/58, 95% IC [39.87-66.65], p<0.001) en San José de Lupuna y en un 47.3% 

(44/93, 95% IC [36.86-57.93], p<0.001) en Santa Emilia (Tabla 03). 

 

Tabla 03. Frecuencia de deleción en los genes pfhrp2 y pfhrp3 de P.falciparum en 

227 muestras 

 

 

Los parásitos de P. falciparum que provocaron la infección en las comunidades 

analizadas presentaron diversos patrones de deleción en los genes pfhrp2, pfhrp3 y 

flanqueantes. Se determinaron 8 diferentes perfiles para cada gen pfhrp2 y pfhrp3 

analizado por PCR convencional (Tabla 04).  El 31.3% (71/227) presentó deleción en 

ambos genes pfhrp2 y PF3D7_0831900 (gen flanqueante upstream). Un menor 

porcentaje del 10.1% (23/227) presentó deleción conjunta de pfhrp2, 

Comunidad de 

estudio n IC#95% n IC#95% n IC#95% n IC#95%
Variable 76 58 93 227 

Deleción en pfhrp2
Si 47 (62%) [49.99-72.75] 31 (53.4%) [39.87-66.65] 44 (47.3%) [36.86-57.93] 122  (53%) [47-60]

No 29 (38.2) [33.34-60.12] 27 (46.6%) [27.24-50] 49 (52.7%) [42.06-63.13] 105 (46.25%) [39.6-52.97]
Deleción en pfhrp3

Si 34 (45%) [33.31-56.85] 36 (62.1%) [48.37-74.48] 40 (43%) [32.78-53.94] 110 (48%) [41.79-55.16]

No 42 (55.3%) [43.41-66.68] 22 (37.9%) [25.51-51.62] 53 (57%) [46.30-67.21] 117 (51.54%) [44.83-58.2]
Deleción en pfhrp2/3

Si 29 (38%) [27.24-50.02] 27  (36%) [33.33-60.12] 28 (37%) [21.02-40.04] 84  (37%) [30.77-43.64]

No 47 (62%) [49.97-72.75] 31 (64%) [39.87-66.65] 65 (63%) [59.50-78.74] 143 (62.99%) [56.63-69.2]

Cahuide San José de Lupuna Santa Emilia Total
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PF3D7_0831700 y PF3D7_0831900. Otros perfiles genéticos incluyen deleción de 

pfhrp2 con presencia de ambos genes flanqueantes (8.8%). Con respecto a la deleción 

del gen pfhrp3, se observa que el perfil más comun fue la ausencia del gen 

PF3D7_1372100 (22.9%). En menor porcentaje, se observó que el gen downstream 

PF3D7_1372400 (6.2%) también se encuentra delecionado. Así mismo, se observa la 

ausencia del gen pfhrp3 con presencia de ambos genes flanqueantes en el 15% 

(34/227) del total de muestras (Tabla 04).  

 

Tabla 04. Perfiles de deleción de pfhrp2, pfhrp3 y genes flanqueantes de P. 

falciparum en 227 muestras  

Comunidad de estudio  Cahuide 
San José de 

Lupuna 
Santa 
Emilia 

Variable       
Número de muestras 76 58 93 
          
Perfil pfhrp2 (PF3D7_0831700, pfhrp2, PF3D7_0831900) 
  +  +  + 81 (35.7%)     
  +  ⎯  ⎯ 71 (31.3%)     
  ⎯ ⎯ ⎯ 23 (10.1%)     
  +  ⎯  + 20 (8.8%)     
  +  + ⎯ 17 (7.5%)     
  ⎯ ⎯ + 8 (3.5%)     
  ⎯ + + 4 (1.8%)     
  ⎯ + ⎯ 3 (1.3%)     
          
Perfil pfhrp3 (PF3D7_1372100, pfhrp3, PF3D7_1372400) 
  +  +  + 104 (45.8%)     
  ⎯  ⎯ + 52 (22.9%     
  + ⎯ + 34 (15%)     
  ⎯  ⎯  ⎯ 14 (6.2%)     
  +  ⎯ ⎯ 10 (4.4%)     
  ⎯ + + 8 (3.5%)     
  + + ⎯ 3 (1.3%)     
  ⎯ + ⎯ 2 (0.9%)     
          
 +: Presencia del gen 
 ⎯ : Ausencia del gen       
PF3D7_0831700: Gen HSP-70     
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7.4 Genotipificacion multilocus de las muestras de P. falciparum 

7.4.1 Identificación y selección de marcadores microsatélites	
  

Se identificaron y selecionaron diversos marcadores microsatélites (STRs) de P. 

falciparum, distribuidos en los catorce cromsomas. El primer panel de 11 marcadores 

neutrales descritos por Anderson et al., 1999 fue seleccionado en base a su previo uso 

en estudios de genotipificacion de aislados provenientes de la Amazonía Peruana 

[38]. En el segundo grupo de nuevos marcadores, se utilizó la base de datos del NCBI 

(Sub-base de datos: “Probe”, palabra clave: “STS falciparum”). En base a los 

resultados de la búsqueda, se seleccionaron 9 microsatélites. De estos nueve 

microsatélites, se consideró el motivo de repeticion dinucleotida, los cuales son los 

más abundantes y conservados en organismos eucariotes y mejor representados en 

estudios de estructura poblacional local de malaria [63; 70]; y una distancia entre dos 

marcadores de un mismo cromosoma, mayor a 15 kb y una diferencia de Tm entre 

pares de primers menor a 5°C. Mediante el programa Primer Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), se evaluó cada par de cebadores y 

su especificidad de amplificación en la cepa de referencia  Plasmodium falciparum 

PF3D7_0831900: Gen PHIST-x     
PF3D7_1372100: Gen PHIST-b     
PF3D7_1372400: Gen acyl-CoA 
sintetasa 
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(taxid:5833). Las características de cada loci se describen detalladamente en Anexo 

07.  

 

7.4.2 Estandarización de PCR de veinte marcadores microsatélites 

La amplificación de los marcadores microsatélites neutrales desarrollados por 

Anderson et al., 1999 [65, 66] fueron amplificados en la cepa de referencia ITG de P. 

falciparum por PCR convencional y sus variantes (Tabla 05). Además, la 

amplificación del nuevo panel de microsatélites incluyó el uso de PCR convencional 

y PCR tipo nested. El límite de detección de amplificación fue ajustado a 2 copias del 

gen por reacción de PCR.  

 

Tabla 05. Condiciones de PCR y variantes de PCR en la estandarización de 

microsatélites en la cepa de referencia ITG de P. falciparum 
 

 

Microsatélite Temperatura Tipo de 
de hibridación PCR 

ARA2   

Convencional 

TA60 47° C 
Pfg377   
TA87   

TAA42 50° C 
C1M8   
2490 52° C 

PfPK2   
TA24   
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La presencia de una banda única mostró un resultado positivo de amplificación por 

PCR para cada marcador microsatélite (Figura 07). Asi mismo, el tamaño de los 

alelos para cada marcador fue estimado con el programa Genemapper v.4.0. Todos 

los tamaños de los productos de amplificación corresponden a los ya reportados en la 

literatura o determinados por Primer-BLAST para la secuencia de la cepa de 

referencia  ITG (Tabla 06). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 07. Identificación del producto de amplificación de 20 marcadores 
microsatélites en la cepa de referencia ITG de P. falciparum en gel de agarosa 2%. 
M=Marcador de peso molecular 25 bp (Invitrogen);. Carriles 1,3,5,7,9,11,13,15,17 y 
19 a una concentración de ADN de 2000 copias/reacción; Carriles 
2,4,6,8,10,12,14,16,18 y 20 a una concentración de ADN de 20 copias/reacción. 

Microsatélite Temperatura Tipo de 
de hibridación PCR 

TA81 - Nested 
PolyA - Nested 
B7M66 - Nested 
B5M63 - Nested 
C2M22 - Nested 
C2M21 - Nested 

XB8M30 - Nested 
KAHRP - Nested 

TA1 - 
Nested 

modificado 
XB8M6 47° C Convencional Pf2802 50° C 
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Tabla 06. Tamaño de alelos estimado por electroforesis capilar en la cepa de 

referencia ITG de P. falciparum analizado con el program Genemapper v.4.0 
 

 
 
*NOTA: El producto del satélite 2490 corresponde al producto de amplificación de 
una reacción de nested externa a diferencia del producto de 84 bp reportado por 
Anderson et al., 1999 proveniente de una reaccion de nested interna. 
 

7.4.3 Amplificación de microsatélites en muestras de P. falciparum 

De un total de 182 muestras exitosamente reamplificadas por la metodología de 

reamplificación de genoma completo (WGA), se amplificó un total de 20 marcadores 

microsatélites. A continuación, se muestra en la eficiencia de amplificación de PCR 

de los 20 marcadores en las muestras de P. falciparum (Figura 08). 

 

Microsatélite Primer Fwd (5'-3') Primer Rev (5'-3') 
Tamaño 

en bp Fluoróforo 
ARA2 GAATAAACAAAGTATTGCT GCTTTGAGTATTATTAATA 68 PET™ 
TA60  CTCAAAGAAAAATAATTCA AAAAAGGAGGATAAATACAT 162 NED™ 

TAA42 GTATTATTACTACTACTAAAG ACAAAAGGGTGGTGATTCT 253 VIC™ 
C1M8 AGTATTATTATTACCACTACT GAAGGCTAATACAATTGGTA 159 NED™ 

PfG377 GATCTCAACGGAAATTAT TTATCCCTACGATTAACA 107 PET™ 
TA87 AATGGCAACACCATTCAAC ACATGTTCATATTACTCAC 118 PET™ 
2490 GCAGCACAAAAAGAAATAC GACGAATTATTAGAATGTCTG 151* PET™ 

PfPK2 CTTTCATCGATACTACGA AAAGAAGGAACAAGCAGA 156 FAM™ 
TA1 CCGTCATAAGTGCAGAGC TTTTATCTTCATCCCCAC 196 NED™ 

TA81 TGGACAAATGGGAAAGGATA TTTCACACAACACAGGATT 100 PET™ 
POLYA AAAATATAGACGAACAGA ATCAGATAATTGTTGGTA 197 NED™ 
XB8M6 CTTCATTTCTTTAATAATACTTGT AGGATATGTAGAACTATAAAA 121 FAM™ 

XB8M30 TTTTCACAGATACATAAATA ATTACAAAATGATTCCACAC 164 FAM™ 
PF2802 ATATGTATAAAAGGAAATACC GATATACCCTCAGAGAAAT 183 NED™ 
TA24 CAAACATAATTCTTTTACTGTGT AGGTTTTCTTTTACATCCAGCA 204 VIC™ 

B7M66 TATATTTTTACAGGTTGTAT ACAGGAATAAATGGATATG 231 VIC™ 
B5M63 ATATTCTTTTTAGAATGTTGC TCGTCTAATTTCCATTCCAT 259 VIC™ 
C2M22 AAAGGTTACCAAAATTCTAAAA AAACATGAATCATAGAGAAAA 258 VIC™ 
C2M21 TGCCATTTCTTATACATACCA TTTTCTGTTGCATTGTAATA 174 FAM™ 
KAHRP ACTCTTTTCTGTATAAACGTCA TTTATTAAGACGTATTTAAGCA 172 FAM™ 
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Figura 08. Eficiencia de amplificación de PCR de 20 marcadores microsatélites en 

182 muestras reamplificadas de P.falciparum. 

 

En términos generales, se observa una baja eficiencia de amplificación de los 

marcadores; donde solo 5 microsatélites presentan una eficiencia de amplificación 

(PCR positivo) mayor al 50% (ARA2, TA81, C1M8, 2490, XB8M6) en el total de 

muestras genotipificadas. En contraste, los 15 marcadores microsatélites restantes 

presentan una eficiencia de amplificación entre el 2.7% - 47.3%. Esta baja eficiencia 

de amplificación puede ser explicada por una mutación del microsatélite en la zona de 

unión al primer. Se estimó el porcentaje de infecciones únicas o mixtas por 

Plasmodium spp, al presentar más de dos alelos diferentes para un mismo loci.  

 

De este primer filtro, se estimó que el 92.3% (168/182) correspondian a infecciones 

únicas de P. falciparum y el 7.7% (14/182) a infecciones policlonales de P. 

falciparum. La localidad con mayor número de infecciones policlonales fue Cahuide 

(7/14); seguido de San José de Lupuna (5/14) y Santa Emilia registró el menor 
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número de este tipo de infección (2/14), posiblemente debido al aislamiento 

geográfico de dicha comunidad. Al eliminar aquellos marcadores microsatélites con 

un bajo porcentaje de eficiencia de amplificación, se escogieron 5 marcadores 

microsatélites (ARA2, C1M8, TA81, 2490 y KAHRP). Este nuevo criterio incluyó a 

112 muestras de P.falciparum; de las cuales, el 25.9% (29/112) que provienen de la 

comunidad de Cahuide; el 22.32% (25/112) de San José de Lupuna y el 51.8% 

(58/112) de la comunidad de Santa Emilia (Tabla 07). 

 

Tabla 07. Número de infecciones monoclonales y policlonales detectadas con 

marcadores microsatélites  
 

Tipo de infección Cahuide 
San José 

Santa Emilia Total 
Número de 
marcadores 

utilizado  de Lupuna 

Monoclonal 52 38 78 168 (92.30%) 20 Policlonal 7 5 2 14 (7.70%) 
Monoclonal 29 25 58 112 (100%) 5 

 
 

 

El análisis de diversidad y estructura poblacional fueron realizados con 5 marcadores 

microsatélites en un total de 112 muestras.  El flujograma de muestras de P. 

falciparum que incluyen los criterios de inclusión/exclusión en la selección de 

muestras se especifica en la Figura 09.  
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Figura 09. Flujograma  de muestras de P. falciparum analizadas en este estudio. 
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El set de 5 marcadores microsatélites logró identificar un total de 19 alelos 19 (3.8 ± 

1.30) en 112 muestras de P.falciparum, con un rango de 3 (loci ARA2, 2490 y 

KAHRP) a 6 (locus C1M8) alelos. Además, la riqueza alélica se encuentra en el 

rango de 2.09 (locus ARA2) a 3.93 (locus C1M8), tal como se muestra en la Tabla 

08. El tamaño de alelos reportados en este estudio es el esperado de acuerdo a 

estudios previos. En este estudio se reporta por primera vez el tamaño de alelos para 

el loci KAHRP.  

 

Tabla 08. Características principales de cinco marcadores microsatélites en el estudio 

de diversidad genética y estructura poblacional en muestras de P. falciparum 
 

            
Locus * Cromosoma N° acceso Motivo de Número  Rango de  
     GenBank repetición de alelos tamaño en bp 
C1M8 1 G38013 (AAT)9-12 6 180-203 
TA81 6 AF010510 (AAT)7-15 4 94-112 
2490 10 G37790.1 (AAT)6-8 3 149-154 
ARA2 11 X17484 (AAT)9-12 3 61-71 
KAHRP** 2 J02972.1 (TA)22 3 157-162 
            
* Reportado por Anderson et al., 1999     
** Nuevo microsatélite en este estudio     

 

 

7.5  Análisis de diversidad genética de P. falciparum 

7.5.1 Frecuencias alélicas de cinco marcadores microsatélites 

Los índices de diversidad genética fueron estimados a partir del cálculo de las 

frecuencias alélicas por localidad y frecuencias alélicas a nivel global de los cinco 

marcadores microsatélites con el programa GenAlEx v.6.5, mostrados en la Tabla 
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09. En la población total de P. falciparum se observa bajo número de alelos (entre 3 y 

4) para los microsatélites ARA2, 2490 y TA81, es decir una baja variabilidad del 

parásito. El microsatélite más polimórfico es C1M8, el cual presenta 6 alelos. 

 

Tabla 09. Distribución de las frecuencias alélicas de 5 marcadores microsatélites en 

la población total de P.falciparum de la Amazonía Peruana 

 
 

Loci Alelo 

Frecuencia alélica por localidad 

Frecuencia 
alélica global Cahuide 

San José 
de 

Lupuna 
Santa 
Emilia  

ARA2 61 0.179 0.043 0.000 0.058 
  65 0.786 0.957 1.000 0.932 
  71 0.036 0.000 0.000 0.010 

C1M8 180 0.348 0.286 0.385 0.349 
  183 0.043 0.143 0.000 0.048 
  186 0.435 0.571 0.615 0.554 
  188 0.043 0.000 0.000 0.012 
  200 0.087 0.000 0.000 0.024 
  203 0.043 0.000 0.000 0.012 

TA81 94 0.889 0.870 0.017 0.417 
  98 0.111 0.087 0.448 0.287 
  107 0.000 0.043 0.000 0.009 
  112 0.000 0.000 0.534 0.287 

2490 149 0.053 0.000 0.000 0.011 
  151 0.895 0.600 0.531 0.625 
  154 0.053 0.400 0.469 0.364 

KAHRP 157 0.929 0.647 0.532 0.628 
  160 0.000 0.000 0.043 0.026 
  162 0.071 0.353 0.426 0.346 
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7.6 Diversidad genética intrapoblacional de P. falciparum 

El análisis de diversidad genética intrapoblacional de P. falciparum estimado con un 

limitado número de cinco marcadores microsatélites nos sugeriría una baja diversidad 

genética, los índices de heterocigosidad esperada (He) varian entre 0.15 a 0.60 (Tabla 

10).  

 

Tabla 10. Heterocigosidad esperada (He) calculado en 112 muestras de P. falciparum 
 

Locus 
N° de 
alelos He Riqueza 

alélica Comunidad Diversidad 
genética (H) 

ARA 2 3 0.15 2.09 CAH 0.32 
C1M8 6 0.60 3.93 LUP 0.38 
TA81 4 0.33 3.24 SEM 0.41 
2490 3 0.41 2.29 

	
   	
  KAHRP 3 0.39 2.55 
	
   	
  Promedio 3.8 0.38 2.82 Promedio 0.37 

 

 

Al comparar los valores de diversidad genetica intrapoblacional entre comunidades 

de estudio, se observa que la diversidad genética (H) es de 0.32. El indice de 

diversidad genética es la más baja en la comunidad de Cahuide; mientras que en San 

José de Lupuna es de 0.38 y finalmente para Santa Emilia, se encuentra el valor más 

alto de 0.41. La baja heterocigocidad encontrada en este estudio son similares a 

estudios previos donde utilizan microsatélites en zonas de baja transmisión de 

malaria.  
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7.7 Diversidad genética interpoblacional de P. falciparum 

Los valores de Fst standarized [84] de P. falciparum entre pares de comunidades de 

estudio fueron calculados con el programa Fstat v.2.9.3 y corregidos con el programa 

RecodeData [87] para determinar si existe diferenciación genética entre estas 

localidades. Se observa en la Tabla 11 que existe una gran diferenciación genética 

entre Cahuide- Santa Emilia (Fst =0.50; p<0.01) y San José de Lupuna- Santa Emilia 

(Fst = 0.35; p<0.01), expresados como una gran diferenciación genética. Por el 

contrario, el valor de Fst es menor entre Cahuide- San José de Lupuna (Fst= 0.11; 

p<0.01), expresado como una moderada diferenciación genética de acuerdo a la 

clasificación de valores de Fst propuesto previamiente [86]. Estos resultados 

confirman que no existe una diferenciación genética de P. falciparum en la Amazonía 

Peruana puesto que los valores no sobrepasan el 50%. 

 

Tabla 11. Comparación de la diversidad genética interpoblacional  (Estadístico Fst) 

en muestras de P.falciparum de tres comunidades de la Amazonía Peruana 
 

 
Fst 

 
CAH LUP SEM 

CAH 
 

0.11 0.50 
LUP 0.11 - 0.35 
SEM 0.50 0.35 - 

 
 
Niveles de diferenciación genética para cada comparación entre pares de poblaciones 

por comunidad de estudio. Todos los valores fueron significativamente diferentes de 

0  (*p<0.001). 
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7.10  Desequilibrio de ligamiento global de P. falciparum 

	
  
El desequilibrio de ligamiento fue medido según el índice de asociación en la 

población total de P. falciparum. Este test fue calculado bajo la hipótesis nula de la 

existencia de equilibro de ligamiento. Un valor alto de desequilibrio de ligamiento, es 

interpretado que la población analizada no presenta eventos de recombinación, es 

decir, presenta un comportamiento tipo clonal. Esta característica ha sido 

comúnmente descrita en zonas de baja transmisión utilizando marcadores 

microsatélites. El desequilibrio de ligamiento fue estimado considerando muestras 

con haplotipos completos (con alelos no amplificados). Además, se realizó el mismo 

análisis con haplotipos únicos (sin alelos no amplificados) puesto que el programa 

LIAN v3.5 [90] considera la presencia de “missing data” como alelos reales, de tal 

manera que se evitó el sesgo. Según lo muestra la Tabla 12, el desequilibrio de 

ligamiento es alto (IA
S= 0.158; p<1.00 x 10-3) y estadísticamente significativo al 

analizar la población total de P. falciparum (muestras con haplotipos completos).  El 

desequilibrio de ligamiento es más alto en la comunidad de SEM (IA
S= 0.220; p<1.00 

x 10-3) en comparación a LUP y CAH (IA
S= 0.176 y IA

S= 0.107; p<1.00 x 10-3). 
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Tabla 12. Análisis de desequilibrio de ligamiento de P. falciparum en la Amazonía 
Peruana 

 
    Haplotipos totales Haplotipos completos 

Población 
Muestra 

(n) VD Ve IA
S Var(VD) Muestra (n) IA

S 
Total 112 2.779 1.003 0.158* 0.002 59 0.041 
CAH 29 1.558 0.601 0.107* 0.041 18 -0.025 
LUP 25 2.291 0.750 0.176* 0.013 17 0.176 
SEM 58 3.189 0.999 0.220* 0.003 24 -0.005 

 
VD  =  varianza; Ve  =  varianza esperada cuando se cumple el equilibrio de 
ligamiento;  IA

S  = índice de asociación estandarizada; Var(VD)  =  hipótesis nula si 
VD  =  Ve. *Valor de p<0.0001 estimado con 10000 permutaciones de Cadenas de 
Markov y Monte Carlo (MCMC). 
 

 

El índice estandarizado de asociación (IA
S) mide la extensión del equilibrio de 

ligamiento dentro de una población al detectar asociación entre alelos de diferentes 

loci.   Si existe equilibrio de ligamiento debido a eventos frecuentes de 

recombinación, el valor esperado de IA
S  es cero. En contraste, si el parásito presenta 

una estructura tipo clonal debido a un aislamiento geográfico o eventos pocos 

frecuentes de recombinación (imbreeding), el valor esperado de IA
S se desvía 

significativamente de cero [113]. En este estudio, los valores de IA
S (Tabla 12) fueron 

significativamente diferentes de cero. Al analizar los haplotipos completos, el valor 

de desequilibrio de ligamiento disminuyó cuando se analizaron las muestras con 

haplotipos únicos. En la población total, el desequilibrio de ligamiento disminuyó a 

IA
S= 0.041 (p<1.00 x 10-3). Solo en LUP se mantuvo el desequilibrio de ligamiento 

con un valor de IA
S= 0.176 (p=5.00 x 10-3). Solo dos excepciones fueron las 

comunidades de CAH y SEM, con un valor de IA
S negativo y no significativo 
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(p>0.05). En conjunto, estos resultados evidenciarían que P.falciparum en las 

comunidades de estudio presenta una estructura poblacional de tipo clonal.  

 

 7.9 Determinación de haplogrupos de P.falciparum 

 

Tomando en consideración 112 muestras de infección monoclonal, 54 muestras 

presentaron data completa para los cinco marcadores. En este grupo, se determinaron 

los haplotipos únicos con el programa HAPLOTYPE ANALYSIS v.1 [91], 

resultando en la estimación de “haplogrupos” y su respectiva  frecuencia alélica 

(Tabla 13). 

 

Tabla 13. Determinación de 8 haplotipos completos basado en cinco microsatélites 

en 52 muestras de P. falciparum 

 

 

 

 

 

 

En la población de estudio, se determinó la presencia de 8 haplogrupos en base a 

cinco marcardores de P.falciparum en aquellas muestras con haplotipos completos. 

Los haplotipos “Haplo-1”, “Haplo-2”, “Haplo-3” y “Haplo-5” presentaron una 

mayor frecuencia alélica (> 0.36) con respecto a los otro cuatro haplogrupos “H4”, 

N° muestras Haplotipo Haplogrupo Pfhrp2 Pfhrp3 CAH LUP SEM
16 65 186 94 151 157 Haplo-5 + + 0.82 0.64 0.00
14 65 186 112 151 157 Haplo-3 + + 0.00 0.00 0.47
12 65 180 98 154 162 Haplo-2 - - 0.00 0.00 0.40
5 65 180 94 154 162 Haplo-1 - - 0.09 0.36 0.00
2 65 186 98 154 162 Haplo-7 0.00 0.00 0.07
1 65 186 112 154 157 Haplo-4 0.00 0.00 0.03
1 65 186 98 154 157 Haplo-6 0.00 0.00 0.03
1 65 188 94 149 157 Haplo-8 0.09 0.00 0.00

Perfil
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“H6”, “H7” y “H8”, que presentaron unicamente dos o una muestra. Se observa que 

los haplogrupos no son compartidos entre las comunidades, a excepción del “Haplo-

5”, sugiriendo la presencia de un haplogrupo común en las comunidades de Cahuide 

y San José de Lupuna. 

 

 

 
 
 
 
  
  
  
 
 
 
Figura 11. Frecuencias alélicas de 8 haplogrupos basado cinco marcadores 

microsatélites de P. falciparum por comunidad de estudio 

 

En el caso particular de la comunidad de Cahuide, la presencia del haplogrupo 

“Haplo-5” tiene una alta  frecuencia alélica de 0.82; mientras que para San José de 

Lupuna están presentes tanto“Haplo-1” y “Haplo-5”con una frecuencia alélica 

moderada de 0.36 y 0.64, respectivamente. La comunidad de Santa Emilia posee dos 

haplogrupos diferentes a las otras comunidades, “Haplo-2” y “Haplo-3” con 

frecuencia alélica moderada de 0.40 y 0.47 para cada haplogrupo. 
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7.10  Determinación de la estructura poblacional de P. falciparum 

 
La estructura poblacional de P. falciparum fue determinada usando el programa 

Structure, basado en Inferencia Bayesiana. Para el análisis, se consideraron 

unicamente las muestras monoclonales con datos completos o incompletos hasta en 

tres marcadores. Del análisis exploratorio, no se consideró ninguna información a 

priori. En el primer análisis de la población total (n=112), se observa un valor de 

cluster de K=2 asociado al mayor valor de delta K (∆K: 156.81), seguido de un 

segundo valor de K=4 (∆K: 29.26). 

 

A. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
B.  
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 12. Determinación de la estructura poblacional putativa de P. falciparum en la 

Amazonía Peruana. La inferencia de clusters indica la presencia de dos grandes 

clusters K=2; (∆K: 156.81) y K=4; (∆K: 29.26) de P. falciparum (Panel A y B 

respectivamente) El eje Y representa la proporción de membresía (coefieciente Q) del 

individuo hacia cada cluster. Representación gráfica obtenido en Distruct v.1.1. 
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Figura 13. Representación gráfica de la probabilidad estimada para cada valor de K 

en la estructura poblacional de P. falciparum. Panel A: Estimación del valor de delta 

K calculado por el método de Evanno et al (2005). El máximo valor se encuentra en 

K=2 (∆K: 156.81), seguido de K=4 (∆K: 29.6). Panel B: Valores de la media y 

varianza del valor de probabilidad estimada para cada valor de K.  
	
  

 

Según la Figura 14, se observa que la población total se divide en un primer grupo 

denominado “Cluster 1” (51/112 muestras) y en un segundo grupo “Cluster 2” 

(61/112), con un valor promedio de Qind de 0.925 y 0.939, respectivamente. Estos 

clusters, a su vez están conformados por los genotipos de Pfhrp2: donde el cluster 1 

está formado por parásitos Pfhrp2-; en contraste al cluster 2 formado por parásitos 

Pfhrp2+.  
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*Diferencias estadísticamente significativas calculadas con la Prueba de X2 cuadrado. 
Fisher= <0.001; X2 = <0.01. Qind : valor de membresía individual; DS: desviación 
estándar. 
 
Figura 14. Distribución de parásitos Pfhrp2- y Pfh3rp2+ de P. falciparum en clusters 

poblacionales inferidos (K=2; ∆K: 156.81). A. Distribución de individuos según 

cluster poblacional inferido. B. Test de asociación del genotipo Pfhrp2 con 

pertenencia al cluster poblacional. 

 

 

La agrupación de individuos del cluster 1 involucra a 39 individuos Pfhrp2- (81.25%) 

en comparación a solo 9 individuos Pfhrp2+ (18.75%). El cluster 2 comprende a 52 

individuos Pfhrp2+ (81.25%) y solo 12 individuos Pfhrp2- (18.75%). Las diferencias 

de proporciones de ambos clusters fueron estadísticamente significativas al realizar la 

prueba estadística de X2-cuadrado, p<0.01.  

 

En las comunidades de estudio, se conserva el agrupamiento de los parásitos Pfhrp2- 

hacia el cluster 1, siendo esta caracteristica más marcada en la comunidad de San José 

de Lupuna. 

K clusters Individuos con genotipo 

 
Pfhrp2- Pfhrp2+ 

Cluster 1  39 (81.25%) 9 (18.75%) 
Cluster 2  12 (18.75%) 52 (81.25%) 

Promedio Qind 0.925 * 0.931 * 
DS 0.098 0.104 

B. 



	
  

	
   70	
  

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diferencias estadísticamente significativas calculadas con Prueba de X2 cuadrado:  

* Fisher= 0.003; X2 = 0.002; ** Fisher < 0.001; X2< 0.001; *** Fisher< 0.001; X2< 

0.001 

 
Figura 15. Distribución de parásitos Pfhrp2- y Pfhrp2+ de P. falciparum en clusters 

poblacionales inferidos por comunidad de estudio (K=2; ∆K: 156.8). 
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VIII. DISCUSIÓN 

 
 

El descubrimiento de cepas de P. falciparum que carecen de genes pfhrp2 y pfhrp3, 

blancos importantes en las pruebas de diagnóstico rápido, fue descrito previamente en 

zonas cercanas a Iquitos, el principal foco de infeccion de malaria [10].  En dicho 

estudio retrospectivo, se determinó que la prevalencia de la deleción en parásitos de 

P. falciparum era del 40% para pfhrp2; y del 70% para pfhrp3 [10]. En este estudio, 

se describe por primera vez la frecuencia de las deleciones de pfhrp2, pfhrp3 y sus 

genes flanqueantes en tres comunidades rurales de la Amazonía Peruana en el periodo 

2012-2014. La alta frecuencia de deleciones encontradas en los genes pfhrp2 (62%) y 

pfhpr3 (62.1%) demostraría un alto número de parásitos que presentan esta deleción. 

Además, este hallazgo brinda un mayor sustento a que las deleciones en genes ricos 

en histidina tipo 2 y 3 son más frecuentes en cepas silvestres de P.falciparum 

localizados en la región de Sudamérica [10,  12, 18, 17, 35].  Este mecanismo 

involucraría la deleción preferencial del gen pfhrp2 con el gen upstream 

PF3D7_0831900 (31.3% de frecuencia), lo cual es similar a estudios previamente 

reportados [17, 18].  Sin embargo, de este estudio no se puede determinar si el punto 

de quiebre cromosómico ocurre en la región exónica del gen pfhrp2, tal como se ha 

planteado anteriormente [100].  En la actualidad, no existe ningún estudio que reporte 

la deleción en los genes flanqueantes a pfhrp3 en los parásitos de las comunidades de 

la Amazonía Peruana. De esta manera, este estudio contribuye por primera vez en 

determinar la pérdida conjuta del gen pfhrp3 y su gen flanqueante PF3D7_13372100 

con una frecuencia de deleción del 22.9%. La cercanía física del gen pfhrp3 y de su 
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gen flanqueante PF3D7_1372100 en la region proximal al telómero explicaría el 

porqué ambos genes son delecionados preferencialmente [101]. Un hallazgo similar 

ha sido reportado en aislados clínicos provenientes de Honduras, con una frecuencia 

de deleción del 26.5% [35].  

 

Otro hallazgo importante en este estudio es la deleción de pfhrp2 y sus dos genes 

flanqueantes PF3D7_0831700 y PF3D7_0831900 en un 10.1% de muestras 

analizadas. Asi mismo, se reporta en menor proporción la deleción de pfhrp3 y sus 

dos genes flanqueantes PF3D7_1372100 y PF3D7_1372400 en un 6.2%. Este 

resultado indicaría que existe una amplia región de ADN inestable en el subtelómero 

[34].  Por otro lado, los perfiles analizados en este estudio revelan que ciertos 

parásitos conservan el gen pfhrp2 o pfhrp3 y únicamente pierden los genes 

flanqueantes a pfhrp2 y pfhrp3 (1.3% y 0.9%, respectivamente), lo cual puede ser 

atribuido a eventos de recombinación entre parásitos de Plasmodium spp 

genéticamente diferentes durante fase sexual en el mosquito vector  [103]. Estudios 

previos sugieren que el parásito de malaria utiliza rearreglos cromosómicos, donde 

las deleciones de secuencias de ADN juegan un rol importante, incrementando sus 

probabilidades de supervivencia y dispersión en su hospedero definitivo [104]. En la 

actualidad, se desconoce si las deleciones de genes pfhrp2, pfhrp3 y genes 

flanqueantes juegan un rol importante en la patogénesis de malaria severa. 
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Los microsatélites de P. falciparum han sido ampliamente utilizados en estudios de 

mapeo genético, estudios de asociación, resistencia a drogas, estudios de cruzamiento 

entre cepas de laboratorio  genética de poblaciones, entre otros [52, 53]. La principal 

importancia de los microsatélites como marcadores moleculares es que no se 

encuentran bajo presión de selección y son de sumo interés en la genética poblacional 

de Plasmodium spp [42]. La aplicación directa del uso de estos marcadores permiten 

un mejor entendimiento de la epidemiologia molecular de malaria en el contexto de la 

eliminación de la malaria [37, 42, 69, 70, 77]. 

 

Un avance importante en este estudio fue la estandarización de la genotipificación 

multilocus de nuevos marcadores, sin embargo muchos de ellos no lograron 

amplificar en las cepas silvestres de P. falciparum. Por el contrario, cuatro (ARA2, 

C1M8, 2490, TA81) de los marcadores previamente reportados sí amplificaron en las 

muestras de este estudio, y algunos de ellos han sido utilizados para responder 

preguntas de diversidad genética presente en poblaciones naturales de P. falciparum, 

en particular en zonas de baja transmisión [38, 41, 64, 65, 106-108]. El tamaño de los 

alelos corresponde a lo previamente reportado en la literatura [11, 18, 35, 38, 44, 99, 

106-108].  

 

Consistente a otros estudios en zonas de transmisión hipoendémica, un limitado 

número de alelos fue detectado para este panel de microsatélites [35, 38, 44, 99, 111-

113]. A excepción del marcador C1M8, en el cual se encontraron seis alelos, similar a 
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un estudio realizado en Filipinas [108] conocido como área de baja transmisión de 

malaria.  De los nueve microsatélites propuestos en este estudio, se logró la 

estandarización por PCR convencional en la cepa de laboratorio ITG, con una alta 

sensibilidad (20 copias/reacción).  Algunos de los factores que podrían explicar la 

baja eficiencia de amplificación en muestras recolectadas de P. falciparum se debe 

principalmente a la baja carga parasitaria de los pacientes en Amazonía de este 

estudio, conllevando a que estas infecciones sean de tipo subpatente (PCR negativo/ 

qPCR positivo), tal como se determinó inicialmente en la diagnóstico de la 

enfermedad. Otro factor es la variabilidad de los parásitos locales en la región de 

unión de los primers usados por lo no obtuvimos amplificación Además la presencia 

de alguna mutación en la region 3’ de unión al primer debido a la variabilidad per se 

en la secuencia del ADN. No se descarta alguna inhibición ocasionada por los 

primers hexámeros del producto de la reamplificación genómica en las muestras.  

 

P.falciparum es un parásito que exhibe un rango amplio de características a nivel 

genético-poblacional, el cual están aparentemente correlacionados con los niveles de 

endemicidad e intensidad de la transmisión en una zona geográfica [38]. De los 

índices de diversidad genéticos analizados, se observa que existe una baja 

heterocigosidad esperada (He= 0.3-0.4), concordante con lo encontrado en estudios 

previos en Honduras, Perú, Haití, Brazil, Ecuador y Panamá [44, 50, 109-113]. Se 

observa además un alto número de infecciones monoclonales (92.3%), un 

significativo desequilibrio de ligamiento y un reducido número de haplotipos 
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circulantes. El desequilibrio de ligamiento fue altamente significativo en las tres 

comunidades, al analizarse los haplotipos totales, sin embargo estos resultados solo se 

obtuvieron con cinco marcadores y a futuro se requiere de un nuevo análisis con un 

mayor número de microsatélites . En terminos generales, la existencia de un fuerte 

linkage disequilibrium corresponde a zonas de baja endemicidad y viceversa es 

concordante con lo reportado por otros autores [19, 35, 38, 44, 45, 49, 110]. 

 

Al realizarse un segundo análisis solo con haplotipos únicos de cada población, se 

observó que el valor de IA
S disminuyó en la población total y en las comunidades de 

Cahuide y Santa Emilia (P>0.05). Solo en la comunidad de Lupuna el desequilibrio 

de ligamiento se mantuvo significativo (P<0.05). Esta disminución en el valor del 

desequilibrio de ligamiento se debe a que en la población existen varias cepas con el 

mismo haplotipo (también denominados “clones”). Este resultado se debe a que en 

las poblaciones existen varios parásitos con el mismo haplotipo o también llamados 

“clones”. Es posible distinguir a las poblaciones clonales de las poblaciones 

epidémicas [114], tratando a los “clones” como un solo individuo y analizando 

nuevamente el linkage disequilibrium. La disminución de los valores de linkage 

disequilibrium en CAH y SEM explicarian la presencia de “clones”, que presentaria 

una estructura tipo epidémica, lo cual es concordante con lo reportado en Sudamérica, 

donde el patrón de diversidad del parásito es explicado por la presencia de 

poblaciones epidémicas de P. falciparum, que conllevan a una expansión clonal [111-

113].  Entre los factores que promueven la expansión epidémica se encuentra la 
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presencia haplotipos con ciertas ventajas o a un efecto fundador al inicio de la 

temporada de transmisión de la enfermedad, o ambos [48].  

 

Con respecto a la diferenciación genética interpoblacional, se observó que los valores 

de Fst oscilaron entre 0.11 y 0.50 (p<0.01). La mayor diferenciación genética 

observada fue encontrada entre Cahuide y Santa Emilia (Fst= 0.50), indicando que el 

50% de la diversidad genética es explicada por diferencias a nivel poblacional. A 

pesar de que nuestros datos son limitados a cinco marcadores, este grado de 

diferenciación de P. falciparum se asemeja a un reciente estudio, en el cual analizaron 

la diversidad de P.falciparum de Malasia mediante técnicas moleculares como el 

‘deep sequecing’, afirmando que los índices de fijación tienden a incrementar cuando 

la transmisión de malaria es baja [117].  Este último hecho también ha sido 

confirmado en la población de P. falciparum de Nicaragua, una zona de baja 

transmisión y en camino a la eliminación de malaria [44]. Otros estudios han 

propuesto que existe variación a nivel espacial en poblaciones de Plasmodium, 

indicando el grado de flujo génico entre diferentes localidades [118].  Los niveles 

más bajos de diferenciación genética se encontraron entre Cahuide y San José de 

Lupuna, los cuales se encuentran más cercanos geográficamente y que sean similares 

puede explicarse debido al elevado flujo génico entre ambas, tendiendo a 

homogenizar la variación genética. 
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Diversos estudios han demostrado que existe una diferenciacion genética sustancial 

del parásito entre continentes [117], entre países [119, 123], incluso dentro de un 

mismo país [66, 118, 124]. En países de baja endemicidad tales como Malasia, se ha 

estimado que P. falciparum presenta diferenciación genética (Fst= 0.24), la cual fue 

evaluada con 10 microsatélites [117]. La constante movilidad de los pobladores 

debido a actividades socioeconómicas y culturales hacen posible la dispersión del 

parásito entre las diversas comunidades rurales y remotas de la Amazonía [125]. No 

se descarta que la diversidad intrapoblacional esté sobre-estimada por el bajo número 

de parásitos genotipificados en cada comunidad.  

 

Una interpretación de esta diferenciación genética entre comunidades fue explicada 

mediante la determinacion del número de clusters obtenido por Inferencia Bayesiana 

[92, 93]. Con la limitada información obtenida con nuestros cinco marcadores 

analizados, el número más probable de clusters fue de K=2 (con el valor delta K más 

alto de 156.81), seguido de un valor de K=4 (con el valor de delta K de 29.6). Estos 

valores representan la presencia de dos grandes grupos, seguido de cuatro subgrupos 

en la población total de P. falciparum. El primer grupo (“Cluster 1”) está conformado 

por parásitos Pfhrp2-, es decir parásitos que presentan la deleción en pfhrp2; y el 

segundo grupo (“Cluster 2”) conformado por parásitos Pfhrp2+. La presencia de los 

cuatro subgrupos corresponderia a la presencia de los cuatro haplogrupos (“H1, H2, 

H3 y H5”) con mayor frecuencia (0.36-0.80) determinados en este estudio, los cuales 

se diferencian únicamente en una sola variante alélica entre H1 y H2; y entre H3 y 
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H5. Este patrón de estructuración con respecto a la deleción de pfhrp2 ha sido 

observado en la población de Colombia [17], donde la mayoría de parásitos 

delecionados en pfhrp2 provenientes del departamento de Amazonas fueron 

asignados a un mismo cluster.  

 

La estructuración poblacional en P. falciparum puede ser explicada por una 

expansión clonal en particular de los parásitos pfhrp2 (-), compuesto por el 

haplogrupo “H1” (CAH y LUP) y haplogrupo “H2” (SEM), el cual solo se diferencia 

en el tamaño de un alelo para el microsatélite TA81 (94 vs 98, respectivamente), 

siendo una variación muy mínima para el set de cinco marcadores microsatélites 

empleados en este estudio. La expansión clonal de P. falciparum ha sido 

recientemente reportada, ocasionado ‘outbreaks’ epidemiológicos en zonas como 

Tumbes [126] y Cusco [113] en muestras analizadas de los años 2012 y 2013, 

periodo donde se reporta el resurgimiento de P.falciparum con una alta incidencia de 

casos en malaria en Loreto [2]. En particular, se tiene conocimiento que el linaje 

responsable de estos outbreaks es la cepa Bv1 originaria de Loreto, la cual ha sido 

caracterizado molecularmente en sus genes de resistencia a fármacos como 

cloroquina (Pfcrt), multi-drogo resistencia (Pfmdr1), pimetamina (Pfdhfr) y 

sulfadoxina (Pfdhps); además de presentar las deleciones en los genes pfhrp2 y 

pfhrp3 [106].  La presencia del linaje Bv1 (basado en los microsatélites TA1, PolyA, 

PfPK2, 2490, TA109, C2M34 y C3M69) ha sido reportada en cepas circulantes de 

Ecuador, Panamá y Perú [45, 111, 112].  
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En este estudio, no podemos determinar si el cluster formado por los parásitos Pfhrp2 

negativos corresponde al linaje Bv1, debido a la falla en la amplificación de los 

microsatélites neutrales. Por lo tanto, se require de una caracterización molecular más 

detallada de los genes de resistencia así como de la amplificación de dos marcadores 

microsatélites adicionales C2M34 y C3M69 [127] en las muestras analizadas de este 

estudio.  

 

Cabe resaltar, que este estudio tiene como gran limitante el bajo número muestral que 

se logró analizar para la estimación de las deleciones en pfhrp2 y pfhrp3; así como en 

la genotipificación multilocus debido al predominio de pacientes asintomáticos [130] 

con infecciones subpatentes en su mayoría (gota gruesa negativo/qPCR positivo). En 

este estudio no fue posible analizar las 316 infecciones de P. falciparum determinadas 

por qPCR, determinadas como ‘baja parasitemia’ por presentar un Cq mayor a 33.5 

(menor a 20 copias/reacción). Por tal motivo, los resultados correspondientes a la 

frecuencia de deleción en pfhrp2 y pfhrp3 posiblemente se encuentren sesgados. Para 

conocer la representatividad del n muestral, se calculó la proporción de muestras 

analizadas (n=227) con respecto a la población total de muestras diagnosticadas por 

qPCR (n=543) (Anexo 04), obteniéndose un factor de 2.28. Esto indicaría que en el 

estudio existe una sobre-estimación de la variabilidad genética y estructuración 

poblacional, principalmente otorgado por los métodos experimentales, diseño del 
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estudio, bajo número de marcadores microsatélites empleados y la naturaleza de 

muestras subpatentes de malaria en la Amazonía  [128, 131]. 
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IX. CONCLUSIONES 
 

• Existe una frecuencia del 53% y 48% de deleciones de los genes pfhrp2 y 

pfhrp3, respectivamente en los parásitos de P.falciparum provenientes de tres 

comunidades de la Amazonía Peruana. 

 

• En este estudio se reporta por primera vez la deleción del gen pfhrp3 y de sus 

genes flanqueantes en muestras de P. falciparum. Asi mismo, se observa una 

deleción preferencial del gen pfhrp3 y del gen flanqueante upstream 

PF3D7_1372100 con un 22.9% de frecuencia.  

 

• La diversidad genética de P. falciparum en las muestras analizadas es 

limitada, con un significativo desequilibrio de ligamiento (IA
S =0.158, 

p<0.0001) y una moderada diferenciación genética del parásito (Fst = 0.11-

0.50, p<0.001). 

 

• El análisis de estructura poblacional de P. falciparum basado en 5 marcadores 

microsatélites sugiere la presencia de dos clusters, denominados “Cluster 1” y 

“Cluster 2”. Los parásitos con deleción en los genes pfhrp2 y pfhrp3 están 

agrupados en el Cluster 1; mientras que los parásitos con presencia de los 

genes pfhrp2 y pfhrp3 están agrupados en el Cluster 2. 
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X. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

• En este estudio se analizaron únicamente muestras subpatentes (GG-/qPCR+) 

de P. falciparum. Por lo tanto las conclusiones se limitan a este grupo de 

infecciones de malaria.  

 

• No se logró analizar las muestras positivas de P.falciparum con un valor de 

Cq mayor a 33.5 debido a la baja cantidad de ADN. 

 

• Se reporta una baja eficiencia de amplificación por PCR de los marcadores 

microsatélites de P.falciparum, limitándose a 5 marcadores microsatélites. Por 

lo tanto, existe una sobre-estimación de la diversidad y estructuración del 

parásito en este estudio. 
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ANEXO 1 
 

Lista de muestras analizadas en la prevalencia de deleciones de pfhrp2, pfhrp3 y genes flanqueantes de P.falciparum 
	
  
	
  

  Código Código Fecha de     Cq Resultado de PCR 
Comu
nidad Muestreo Persona muestreo Microscopía 

Cq 
PCR categoría Pfhrp2 Pfhrp3 831700 8311900 1372100 1372400 

CAH AC002654 M1A145A 11/12/12 P.falciparum 28.22 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC002748 M1F031G 12/12/12 Negativo 28.33 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC002796 M1B048E 13/12/12 Negativo 28.02 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC003083 M1F007B 20/12/12 Negativo 26.46 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005334 M1B039A 7/3/13 Negativo 27.40 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005337 M1B039E 7/3/13 Negativo 24.37 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005339 M1B039H 7/3/13 Negativo 27.53 Temprano Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC005346 M1B048F 7/3/13 Negativo 28.51 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC005411 M1B039A 8/3/13 Negativo 26.49 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005412 M1B039E 8/3/13 Negativo 26.39 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005413 M1B039H 8/3/13 P.falciparum 26.95 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005473 M1A006A 8/3/13 Negativo 32.59 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
CAH AC005697 M1B039A 11/3/13 P.falciparum 25.68 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005700 M1B039E 11/3/13 P.falciparum 20.16 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005725 M1A082C 11/3/13 P.falciparum 25.02 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC005751 M1B057A 12/3/13 P.falciparum 23.09 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC006011 M1A157G 19/3/13 Negativo 32.14 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC008467 M1A095B 3/6/13 Negativo 31.24 Intermedio Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo 
CAH AC011568 M1A018B 2/9/13 Negativo 33.06 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 
CAH AC011970 M1F038G 6/9/13 Negativo 33.12 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012050 M1A128E 7/9/13 Negativo 33.13 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012094 M1A133B 7/9/13 Negativo 31.95 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012095 M1A153A 7/9/13 Negativo 30.07 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC012096 M1A153B 7/9/13 Negativo 31.24 Intermedio Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC012330 M1A074G 11/9/13 Negativo 31.4 Intermedio Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC012331 M1A079B 11/9/13 Negativo 30.39 Intermedio Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012332 M1A078C 11/9/13 Negativo 28.73 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC012333 M1A074F 11/9/13 Negativo 29.06 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC012334 M1A077A 11/9/13 Negativo 32.32 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012358 M1A074J 12/9/13 Negativo 29.78 Intermedio Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo 



	
  

CAH AC012360 M1A074C 12/9/13 Negativo 30.71 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo 
CAH AC012361 M1A082H 12/9/13 Negativo 32.77 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 
CAH AC012362 M1A083A 12/9/13 Negativo 32.33 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
CAH AC012365 M1A075C 12/9/13 Negativo 30.25 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012379 M1A090D 13/9/13 Negativo 31.25 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo 
CAH AC012380 M1A096A 13/9/13 Negativo 30.75 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012381 M1A095C 13/9/13 Negativo 30.41 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC012386 M1A086C 13/9/13 Negativo 31.38 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 
CAH AC012409 M1A055G 16/9/13 Negativo 32.72 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo 
CAH AC012420 M1A074A 17/9/13 Negativo 30.6 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012421 M1A075A 17/9/13 Negativo 30.7 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012422 M1A075D 17/9/13 Negativo 31.85 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012434 M1A048C 18/9/13 Negativo 31.05 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012438 M1A080B 18/9/13 Negativo 30.96 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012476 M1A092B 24/9/13 Negativo 32.93 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo 
CAH AC012477 M1A103C 24/9/13 Negativo 29.9 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC012497 M1B032A 24/9/13 Negativo 31.56 Intermedio Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC014875 M1F021E 6/12/13 Negativo 32.32 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC014885 M1F044A 6/12/13 Negativo 33.34 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC014908 M1F030A 7/12/13 Negativo 30.38 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC014913 M1F032E 7/12/13 Negativo 32.43 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC014914 M1F032F 7/12/13 Negativo 33.42 Intermedio Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC014916 M1F033B 7/12/13 Negativo 29.48 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC014923 M1F038G 7/12/13 Negativo 30.89 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015087 M1F007F 10/12/13 Negativo 32.93 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC015091 M1F028D 10/12/13 Negativo 31.91 Intermedio Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015092 M1F030D 10/12/13 Negativo 31.67 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC015093 M1F031E 10/12/13 Negativo 31.48 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC015095 M1F032C 10/12/13 Negativo 32.28 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC015097 M1F034C 10/12/13 Negativo 32.04 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 
CAH AC015098 M1F034D 10/12/13 Negativo 33.18 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo 
CAH AC015099 M1F035C 10/12/13 Negativo 32.37 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015104 M1F025D 11/12/13 Negativo 31.75 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015189 M1F025A 13/12/13 Negativo 33.1 Intermedio Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015312 M1F021G 18/12/13 Negativo 32.99 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo 
CAH AC015337 M1A161F 19/12/13 Negativo 30.1 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015346 M1A157C 19/12/13 Negativo 32.87 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
CAH AC015347 M1A157E 19/12/13 Negativo 31.93 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC015348 M1A157G 19/12/13 Negativo 33.14 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo 
CAH AC015351 M1A160E 19/12/13 Negativo 32.38 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo 



	
  

CAH AC015363 M1A150D 20/12/13 Negativo 32.03 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC015387 M1F027B 20/12/13 Negativo 33.08 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC015388 M1F027C 20/12/13 Negativo 32.76 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 
CAH AC015401 M1A045B 26/12/13 Negativo 31.68 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
CAH AC015402 M1A045C 26/12/13 Negativo 32.62 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo 
CAH AC020135 M1A053C 3/6/14 Negativo 33.22 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL000661 M1D025C 10/9/12 P.falciparum 22.85 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL000690 M1D027H 11/9/12 Negativo 29.67 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL000691 M1D027I 11/9/12 Negativo 27.22 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL000725 M1D025C 14/9/12 P.falciparum 31.86 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
LUP AL000732 M1D027I 15/9/12 Negativo 27.46 Temprano Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL000919 M1D020A 2/10/12 P.falciparum 29.31 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL002119 M1D027H 6/12/12 P.falciparum 29.06 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL004452 M1E003B 4/3/13 P.falciparum 26.65 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL007686 M1D020B 7/6/13 Negativo 29.56 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL007702 M1D041B 7/6/13 Negativo 32.12 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo 
LUP AL007860 M1D052C 10/6/13 P.falciparum 25.71 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL007862 M1D059A 10/6/13 P.vivax 27.48 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL008139 M1D025A 17/6/13 P.falciparum 25.85 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL008140 M1D025H 17/6/13 P.falciparum 21.69 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL008170 M1D055C 18/6/13 P.falciparum 24.13 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL008226 M1C020B 20/6/13 Negativo 33.47 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo 
LUP AL008238 M1C031E 21/6/13 Negativo 33.1 Intermedio Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo 
LUP AL008241 M1C083D 21/6/13 Negativo 33.2 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL008282 M1C066C 27/6/13 Negativo 32.8 Intermedio Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010105 M1D050D 2/9/13 Negativo 32.57 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL010107 M1C010C 2/9/13 Negativo 30.39 Intermedio Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010111 M1C012B 2/9/13 Negativo 32.25 Intermedio Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo 
LUP AL010352 M1E046A 4/9/13 P.falciparum 23.13 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010498 M1D020D 6/9/13 Negativo 33.41 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo 
LUP AL010540 M1D053D 6/9/13 Negativo 33.3 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 
LUP AL010579 M1E040A 9/9/13 Negativo 33.03 Intermedio Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo 
LUP AL010602 M1E056B 9/9/13 Negativo 31.54 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
LUP AL010616 M1E078E 9/9/13 Negativo 32.73 Intermedio Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010689 M1E045A 10/9/13 Negativo 33.21 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 
LUP AL010697 M1D001B 10/9/13 Negativo 30.52 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo 
LUP AL010698 M1D001C 10/9/13 Negativo 31.5 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
LUP AL010699 M1D002B 10/9/13 Negativo 31.75 Intermedio Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010707 M1D029B 10/9/13 Negativo 32.65 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo 
LUP AL010738 M1C062B 10/9/13 Negativo 31.01 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 



	
  

LUP AL010771 M1D057A 11/9/13 Negativo 31.87 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL010773 M1C108A 11/9/13 Negativo 31.57 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo 
LUP AL010796 M1E026B 12/9/13 Negativo 31.33 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
LUP AL010798 M1E043B 12/9/13 Negativo 30.92 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010826 M1C001C 12/9/13 Negativo 31.84 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL010835 M1E006F 13/9/13 Negativo 32.7 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL010856 M1E046A 16/9/13 P.falciparum 33.26 Intermedio Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo 
LUP AL010857 M1E046C 16/9/13 Negativo 32.34 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010875 M1D045C 16/9/13 Negativo 32.92 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
LUP AL010902 M1C058A 16/9/13 P.falciparum 28.1 Temprano Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
LUP AL010916 M1D003B 17/9/13 Negativo 31.75 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL010945 M1D006A 19/9/13 Negativo 32.04 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
LUP AL010988 M1D023B 27/9/13 Negativo 25.69 Temprano Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
LUP AL013360 M1C002A 9/12/13 P.falciparum 29.56 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL015482 M1C024D 3/3/14 P.falciparum 22.08 Temprano Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL016314 M1E009A 27/3/14 P.falciparum 24.39 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018388 M1C061B 4/6/14 Negativo 28.67 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018545 M1D026F 6/6/14 Negativo 32.17 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018631 M1C047B 7/6/14 Negativo 28.12 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018679 M1D026F 9/6/14 Negativo 29.28 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018688 M1D051A 9/6/14 P.falciparum 25.38 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018741 M1E052C 10/6/14 P.falciparum 22.13 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018927 M1D026F 18/6/14 P.falciparum 32.07 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
LUP AL018955 M1D053A 19/6/14 P.falciparum 30.36 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00005 M6G005B 1/3/13 P.falciparum 30.71 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00010 M6G006E 1/3/13 Negativo 30.1 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00011 M6G007A 1/3/13 P.falciparum 24.64 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00012 M6G008A 1/3/13 P.falciparum 29.97 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00013 M6G008B 1/3/13 Negativo 29.38 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00017 M6G008F 1/3/13 Negativo 31.87 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00022 M6G009E 1/3/13 P.falciparum 28.9 Temprano Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00025 M6G010A 1/3/13 Negativo 29.49 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00027 M6G010D 1/3/13 P.falciparum 27.1 Temprano Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00037 M6G013C 1/3/13 P.falciparum 27.21 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00038 M6G013D 1/3/13 P.falciparum 28.2 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00040 M6G001A 1/3/13 Negativo 31.4 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00054 M6G019A 1/3/13 Negativo 27.05 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00056 M6G019C 1/3/13 Negativo 31.7 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
SEM AVA00062 M6G020D 1/3/13 P.falciparum 32.17 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00084 M6G030C 1/3/13 P.falciparum 24.53 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 



	
  

SEM AVA00086 M6G019F 1/3/13 P.falciparum 22.86 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00091 M6G027E 2/3/13 P.vivax 32.08 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00098 M6G025G 2/3/13 P.falciparum 22.7 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00134 M6G014A 2/3/13 P.falciparum 31.1 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00141 M6G009B 2/3/13 Negativo 31.74 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00145 M6G029A 2/3/13 Negativo 29.13 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00146 M6G005A 2/3/13 P.falciparum 26.64 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00152 M6G001A 10/3/13 P.falciparum 32.23 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00159 M6G002C 12/3/13 P.falciparum 27 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00161 M6G019A 10/3/13 P.falciparum 31.41 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00162 M6G004A 10/3/13 Negativo 30.55 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00172 M6G005A 10/3/13 P.falciparum 32.76 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00173 M6G005B 10/3/13 P.falciparum 31.83 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00177 M6G008D 10/3/13 P.falciparum 27.33 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00210 M6G011D 10/3/13 P.falciparum 29.77 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00220 M6G013F 10/3/13 Negativo 30.33 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00232 M6G026G 10/3/13 Negativo 33.4 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo 
SEM AVA00260 M6G027C 10/3/13 Negativo 30.07 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00264 M6G023B 10/3/13 Negativo 29.44 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00280 M6G014A 10/3/13 P.falciparum 31.45 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00286 M6G022B 10/3/13 P.vivax 33.12 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo 
SEM AVA00303 M6G002G 10/3/13 Negativo 30.55 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00319 M6G034B 21/3/13 Negativo 32.69 Intermedio Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00323 M6G004A 21/3/13 Negativo 31.71 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00327 M6G004E 21/3/13 P.falciparum 27.26 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00381 M6G024D 21/3/13 P.falciparum 29.09 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00400 M6G027C 21/3/13 P.falciparum 30.37 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00401 M6G027A 21/3/13 Negativo 33.33 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00449 M6G006E 21/3/13 Negativo 31.77 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00455 M6G005D 21/3/13 P.falciparum 27.03 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00466 M6G027E 21/3/13 P.falciparum 27.66 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00479 M6G009A 31/3/13 Negativo 32.47 Intermedio Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00484 M6G033B 31/3/13 Negativo 30.5 Intermedio Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00511 M6G022C 31/3/13 Negativo 31.12 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00523 M6G026F 31/3/13 P.falciparum 30.63 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00525 M6G026A 31/3/13 Negativo 28.5 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00573 M6G029A 31/3/13 Negativo 30.71 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
SEM AVA00575 M6G004E 31/3/13 P.falciparum 31.77 Intermedio Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00580 M6G028E 31/3/13 Negativo 30.83 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00582 M6G002B 31/3/13 ND 32.05 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo 



	
  

SEM AVA00584 M6G002G 31/3/13 Negativo 31.51 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00595 M6G006A 31/3/13 P.falciparum 26.56 Temprano Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00598 M6G011A 31/3/13 P.falciparum 31.08 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00604 M6G026D 31/3/13 Negativo 28.79 Temprano Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00605 M6G034D 31/3/13 Negativo 30.45 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00608 M6G019C 31/3/13 Negativo 32.29 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00641 M6G005D 5/5/13 P.falciparum 31.86 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00642 M6G005F 5/5/13 P.falciparum 32.03 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00673 M6G015A 5/5/13 Negativo 31.81 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00686 M6G026A 5/5/13 Negativo 31.32 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00702 M6G024B 5/5/13 Negativo 33.39 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00715 M6G027B 5/5/13 Negativo 33.06 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00717 M6G033B 5/5/13 P.falciparum 28.43 Temprano Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00719 M6G012A 5/5/13 Negativo 30.64 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Positivo 
SEM AVA00765 M6G036D 6/5/13 P.falciparum 28.25 Temprano Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00778 M6G002F 26/5/13 P.falciparum 29.01 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA00864 M6G027A 26/5/13 Negativo 32.51 Intermedio Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00913 M6G007A 16/6/13 P.falciparum 32.58 Intermedio Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo 
SEM AVA00924 M6G002A 16/6/13 Negativo 33.18 Intermedio Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo 
SEM AVA00936 M6G004A 16/6/13 Negativo 33.21 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo 
SEM AVA00948 M6G009A 16/6/13 P.falciparum 27.93 Temprano Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00950 M6G009D 16/6/13 P.vivax 31.59 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA00956 M6G006G 16/6/13 P.falciparum 23.55 Temprano Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA01000 M6G011I 17/6/13 P.falciparum 27.34 Temprano Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA01005 M6G013E 17/6/13 Negativo 33.07 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo 
SEM AVA01007 M6G015A 17/6/13 Negativo 33.24 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01051 M6G025D 16/6/13 Negativo 33.48 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo 
SEM AVA01073 M6G020F 17/6/13 Negativo 33.44 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01077 M6G008E 16/6/13 Negativo 32.3 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01090 M6G015A 7/7/13 P.falciparum 29.18 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA01103 M6G007A 7/7/13 ND 30.35 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01116 M6G002H 7/7/13 P.vivax 33.02 Intermedio Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA01217 M6G014D 7/7/13 P.falciparum 26.96 Temprano Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo 
SEM AVA01273 M6G004A 18/8/13 Negativo 31.53 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01302 M6G026A 18/8/13 Negativo 30.78 Intermedio Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01516 M6G019B 22/9/13 P.falciparum 30.02 Intermedio Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo 
SEM AVA01762 M6G035B 17/11/13 Negativo 28.72 Temprano Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 



	
  

ANEXO 2 
 
Lista de cebadores para diagnóstico molecular de malaria (qPCR-18S rRNA) 
 
 
 

Nombre del cebador Secuencia (5'-3') 
 
PL1473F18 5-TAACGAACGAGATCTTAA-3 
    
PL1679R18 5-GTTCCTCTAAGAAGCTTT-3 

 



	
  

 
ANEXO 3 

 
Lista de las secuencias de cebadores y tamaños del producto esperado de la amplificación por PCR convencional de los 
genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes de P.falciparum 

 

Gen Nombre del cebador Secuencia del cebador (5'-3') 
Temperatura de 

hibridación Amplicón en pb 
Pfhrp2- Exon 2 Pfhrp2 FOR 5' GATTATTACACGAAACTCAAGC 3' 54°C 785 
  Phrp2 REV  5' AATAAATTTAATGGCGTAGGC 3'     
    

 
    

Pfhrp3-Exon 2 Pfhrp3 FOR 5' AAATAAGAGATTATTACACGAAAG 3' 54°C 719 
  Pfhrp3 REV 5' TGGTGTAAGTGATGCGTAGT 3'     
    

 
    

PF3D7_0831700 914555 
5' AGACAAGCTACCAAAGATGCAGGTG 
3' 60°C 227 

  914556 5' TAAATGTGTATCTCCTGAGGTAGC 3'     
    

 
    

PF3D7_0831900 914516 
5' TATGAACGCAATTTAAGTGAGGCAG 
3' 65°C 346 

  914517 5' TATCAATCCTTCCTTTGCAACACC 3'     
    

 
    

PF3D7_1372100 914518 5' TTCATGAGTAGATGTCCTAGGAG 3' 61°C 260 
  914519 5' TCGTACAATTCATCATACTCACC 3'     
    

 
    

PF3D7_1372400 914520 5' TTGAGTGCAATGATGAGTGGAG 3' 61°C 287 
  914521 5' AAATCATTTCCTTTTACACTAGTGC 3'     

 

 

 



	
  

ANEXO 4 

 

Representatividad de muestras analizadas y no analizadas de P.falciparum en el estudio 
 

  Muestras P.falciparum (qPCR+) Muestras P.falciparum (qPCR+) 
  analizadas en prevalencia  no analizadas 
  de pfhrp2/3 (baja parasitemia) 

Patencia GG+ GG- GG+ GG- 
CAH 6 70 0 143 
LUP 18 40 0 88 
SEM 39 54 3 82 

Total (n) 63 164 3 313 
 
GG+: gota gruesa positivo       
GG-: gota gruesa negativo       

 

 

Patencia GG+/qPCR+ GG-/qPCR+ Total 
Población 66 477 543 

N=543 0.12     
Muestra 63 164 227 
n=227 0.28     

Proporción n/N 2.28 
 

 
 



	
  

 
ANEXO 5 

 
Condiciones de master mix de PCR para la amplificación de los genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes de P.falciparum 
 

 

 

 

 

 

 

    
 

            
      Genes blanco 

Reactivo de 
PCR Concentración Concentración Pfhrp2 Pfhrp3 PF3D7_081700 PF3D7_081900 PF3D7_1372100 PF3D7_1372400 

  inicial final             
H2O PCR     16.4 µl 16.9 µl 15.4 µl 16.4 µl 16.9 µl 16.9 µl 
Buffer 10X  10X 1X 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 2.5 µl 
dNTPs 12.5 mM 0.2 mM 0.4 µl 0.4 µl 0.4 µl 0.4 µl 0.4 µl 0.4 µl 
Cebador F 10 µM X µM 0.5 µM 0.4 µM 0.7 µM 0.5 µM 0.4 µM 0.4 µM 
Cebador R 10 µM X µM 0.5 µM 0.4 µM 0.7 µM 0.5 µM 0.4 µM 0.4 µM 
Taq HotStar 5 U 1 U 0.2 µl 0.2 µl 0.2 µl 0.2 µl 0.2 µl 0.2 µl 
DNA    3 µl     3 µl      3 µl      3 µl      3 µl     3 µl    3 µl 
Volumen final   25 µl    25 µl      25 µl           25 µl           25 µl            25 µl            25 µl 
                  



	
  

 

ANEXO 6 
 
Condiciones de ciclado de PCR convencional para la amplificación de los genes pfhrp2, pfhrp3 y flanqueantes de 
P.falciparum 
 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

    pfhrp2-Exon2 pfhrp3-Exon2 PF3D7_0831700 PF3D7_0831900 PF3D7_1372100 PF3D7_1372400 
Paso 1 Denaturación inicial 95°C x 4min 95°C x 4min 95°C x 5min 95°C x 5min 95°C x 5min 95°C x 5min 
Paso 2 Denaturación 95°C x 50seg 95°C x 50seg 95°C x 30seg 94°C x 30seg 94°C x 35seg 94°C x 35seg 
Paso 3 Hibridación  54°C x 30seg 54°C x 30seg 60°C x 30seg 65°C x 30seg 61°C x 40seg 61°C x 40seg 
Paso 4 Extensión 72°C x 1min 72°C x 1min 68°C x 1min 68°C x 1min 72°C x 40seg 72°C x 40seg 
Paso 5 Ciclos 2-4 x 35 ciclos 2-4 x 35 ciclos  2-4 x 35 ciclos 2-4 x 35 ciclos 2-4 x 35 ciclos 2-4 x 35 ciclos 
Paso 6 Extensión final 72°C x 10min 72°C x 10min 68°C x 5min 68°C x 6min 72°C x 7min 72°C x 7min 



	
  

ANEXO 7 
 
Características del panel de 20 marcadores microsatélites de P.falciparum 

 
 

 
 
 

Loci Cromosoma N° acceso 
GenBank Motivo de repetición Cebador Fwd (5'-3') Cebador Rev (5'-3') Fluoróforo 

C1M8 1 G38013 (AAT)9-12 AGTATTATTATTACCACTACT GAAGGCTAATACAATTGGTA NED™ 
POLYA 4 L18785 (AAT)8-13 AAAATATAGACGAACAGA ATCAGATAATTGTTGGTA NED™ 

TA81 5 AF010510 (AAT)7-8 TGGACAAATGGGAAAGGATA TTTCACACAACACAGGATT PET™ 
TAA42 5 AF010543.1 (AT)4/ (TAT)18-24 GTATTATTACTACTACTAAAG ACAAAAGGGTGGTGATTCT VIC™ 

TA1 6 AF010507 (AAT)7-9 CCGTCATAAGTGCAGAGC TTTTATCTTCATCCCCAC NED™ 
TA87 6 AF010571 (AAC)7-11/ (AAT)9-12 AATGGCAACACCATTCAAC ACATGTTCATATTACTCAC PET™ 
2490 10 G37790.1 (AAT)6-8 GCAGCACAAAAAGAAATAC GACGAATTATTAGAATGTCTG PET™ 

ARA2 11 X17484 (TTA)8-13 GAATAAACAAAGTATTGCT GCTTTGAGTATTATTAATA PET™ 
 PfPK2 12 X63648 (AAT)8-15 CTTTCATCGATACTACGA AAAGAAGGAACAAGCAGA FAM™ 
Pfg377 12 L04161 (AAT)7-15 GATCTCAACGGAAATTAT TTATCCCTACGATTAACA PET™ 
TA60  13 AF010556 (AAT)11-20 CTCAAAGAAAAATAATTCA AAAAAGGAGGATAAATACAT NED™ 

C2M21 2 G37882.1 (TA)11 TGCCATTTCTTATACATACCA TTTTCTGTTGCATTGTAATA FAM™ 
C2M22 2 G37881.1 (TA)10 AAAGGTTACCAAAATTCTAAAA AAACATGAATCATAGAGAAAA VIC™ 
KAHRP 2 J02972.1 (AT)11 ACTCTTTTCTGTATAAACGTCA TTTATTAAGACGTATTTAAGCA FAM™ 
B7M66 5 G42782.2 (AT)17 TATATTTTTACAGGTTGTAT ACAGGAATAAATGGATATG VIC™ 
PF2802 5 G37818.1 (TA)12 ATATGTATAAAAGGAAATACC GATATACCCTCAGAGAAAT NED™ 
B5M63 6 G42791.1 (AT)8 ATATTCTTTTTAGAATGTTGC TCGTCTAATTTCCATTCCAT VIC™ 
TA24 6 AF010535.1 (TA)15 CAAACATAATTCTTTTACTGTGT AGGTTTTCTTTTACATCCAGCA VIC™ 

XB8M30 11 G44555.1 (AT)23 TTTTCACAGATACATAAATA ATTACAAAATGATTCCACAC FAM™ 
XB8M6 11 G44554.1 (TA)22 CTTCATTTCTTTAATAATACTTGT AGGATATGTAGAACTATAAAA FAM™ 



	
  

ANEXO 8 
 
Condiciones de master mix de PCR convencional para la amplificación de marcadores de P.falciparum 
 
 

          

Microsatélites 
Reactivo de 

PCR Concentración Concentración Volumen por  
    inicial final reacción 

ARA2         
TA60  H2O PCR     12.175 µl 

TAA42 Buffer 10X  10X 1X 2.5 µl 
C1M8 MgCl2 25 mM 2 mM 0.5 µl 

PfG377 dNTPs 10 mM 0.4 mM 1 µl 
TA87 Cebador F 20 µM 0.25 µM 0.3125 µM 
2490 Cebador R 20 µM 0.25 µM 0.3125 µM 

PfPK2 Taq HotStar 5 U 1 U 0.2 µl 
XB8M6 DNA  - - 8 µl 
Pf2802   	
  	
   	
  	
   	
  	
  
TA24         

	
  	
   	
  	
   Volumen final 25 µl 
 

 

 

 



	
  

 

ANEXO 9 
 
Condiciones de ciclado de PCR convencional para la amplificación de marcadores de P.falciparum 

 
 
 

 
Microsatélites Denaturación inicial Ciclado N° ciclos Extensión final 
ARA2, TA60 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 47°C x 20 seg; 65°C x 20 seg 40 65°C x 5min 

PfG377, TA87         

TAA42, C1M8 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 50°C x 20 seg; 65°C x 20 seg 40 65°C x 5min 

2490, PfPK2 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 52°C x 20 seg; 65°C x 20 seg 40 65°C x 5min 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



	
  

ANEXO 10 
  
 
Condiciones de master mix de nested PCR (nPCR) para la amplificación de marcadores de P.falciparum 
 

  
Primera reacción 

 Microsatélites Reactivo de PCR Concentración Concentración Volumen por 

  
inicial final reacción 

 
H2O PCR 

  
15.5875 µl 

TA81 Buffer 10X 10X 1X 2.5 µl 
PolyA MgCl2 25 mM 2 mM 0.5 µl 

B7M66 dNTPs 10 mM 0.4 mM 1 µl 
B5M63 Cebador F 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 
C2M22 Cebador R 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 
C2M21 Taq HotStar 5 U 1 U 0.1 µl 

 DNA - - 5 µl 

  
Volumen final 25 µl 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

  
Segunda reacción 

 Microsatélites Reactivo de PCR Concentración Concentración Volumen por 

  
inicial final reacción 

 
H2O PCR 

  
15.5875 µl 

 
Buffer 10X 10X 1X 2.5 µl 

TA81 MgCl2 25 mM 2 mM 0.5 µl 
PolyA dNTPs 10 mM 0.4 mM 1 µl 

B7M66 Cebador F 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 
B5M63 Cebador R 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 
C2M22 Taq HotStar 5 U 1 U 0.1 µl 
C2M21 DNA - - 2 µl 

  
Volumen final 25 µl 



	
  

 
ANEXO 11 

 
Condiciones de ciclado de nested PCR (nPCR) para la amplificación de  marcadores de P.falciparum 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Microsatélites  Reacción Denaturación  Ciclado N° ciclos Extensión final 
    inicial       

TA81           
PolyA           

B7M66 Primera reacción 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 52°C x 20 seg (-0.5°C/ciclo); 65°C x 20 seg 25 - 
B5M63 Segunda reacción 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 47°C x 20 seg; 65°C x 20 seg 35 72°C x 5min 
C2M21           
C2M22           



	
  

ANEXO 12 
 
 
Condiciones de master mix de nested PCR (nPCR) modificado para la amplificación de marcadores de P.falciparum 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
        

    
Primera reacción 

   
Microsatélites Reactivo de PCR Concentración Concentración Volumen por 

  
inicial final reacción 

 
H2O PCR 

  
12.5875 µl 

 
Buffer 10X 10X 1X 2.5 µl 

TA1 MgCl2 25 mM 2 mM 0.5 µl 
XB8M30 dNTPs 10 mM 0.4 mM 1 µl 
KAHRP Cebador F 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 

 
Cebador R 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 

 
Taq HotStar 5 U 1 U 0.1 µl 

 
DNA - - 8 µl 

  
Volumen final 25 µl 

      
 

  

    
Segunda reacción 

   
Microsatélites Reactivo de PCR Concentración Concentración Volumen por  
    inicial final reacción 

  H2O PCR     18.5875 µl 
  Buffer 10X  10X 1X 2.5 µl 

TA1 MgCl2 25 mM 2 mM 0.5 µl 
XB8M30 dNTPs 10 mM 0.4 mM 1 µl 
KAHRP Cebador F 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 

  Cebador R 20 µM 0.25 µM 0.15625 µM 
  Taq HotStar 5 U 1 U 0.1 µl 
  DNA  - - 2 µl 

    Volumen final 25 µl 



	
  

ANEXO 13 
 
Condiciones de ciclado de nested PCR modificado para la amplificación de marcadores de P.falciparum 
 

 

 

 
 
 
 
  
 
 

Microsatélites Reacción Denaturación inicial Ciclado N° ciclos Extensión final 
XB8M30 Primera reacción 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 50°C x 20 seg (-0.5°C/ciclo); 65°C x 20 seg 25 - 

 
KAHRP Segunda reacción 95°C x 5min 94°C x 30 seg; 47°C x 20 seg; 65°C x 20 seg 35 72°C x 5min 



	
  

ANEXO 14 

 

Base de haplotipos basados en 5 marcadores microsatélites incluidas en el análisis de 

diversidad y estructura poblacional de P.falciparum 

 
 

Cód.Muestra Comunidad ARA2 C1M8 TA81 2490 KAHRP 
AC002654 CAH 65 180 94 154 162 
AC002748 CAH 65 186 94 151 157 
AC003083 CAH 65 183 94 151 0 
AC005334 CAH 65 186 94 151 157 
AC005337 CAH 65 186 94 151 157 
AC005339 CAH 65 186 94 151 157 
AC005346 CAH 0 0 94 151 0 
AC005411 CAH 65 186 94 151 157 
AC005412 CAH 65 186 94 151 157 
AC005413 CAH 65 0 0 151 157 
AC005697 CAH 65 0 94 151 157 
AC005700 CAH 65 186 94 151 157 
AC005725 CAH 65 186 94 151 157 
AC005751 CAH 65 186 94 151 157 
AC012331 CAH 65 0 94 151 0 
AC012333 CAH 65 186 94 0 0 
AC012360 CAH 65 0 0 0 157 
AC012365 CAH 61 180 94 151 0 
AC012434 CAH 65 180 94 0 0 
AC012476 CAH 61 200 94 151 0 
AC012497 CAH 65 0 94 151 0 
AC014908 CAH 65 188 94 149 157 
AC014914 CAH 65 180 98 0 0 
AC015099 CAH 61 180 94 0 0 
AC015104 CAH 71 203 94 0 0 
AC015388 CAH 61 180 94 0 0 
AC015401 CAH 65 180 98 0 0 
AC015402 CAH 61 180 94 0 0 
AC020135 CAH 65 200 98 0 0 
AL000661 LUP 65 186 94 151 157 
AL000691 LUP 65 186 0 151 157 
AL000732 LUP 65 186 94 151 0 



	
  

AL000919 LUP 65 186 94 151 157 
AL002119 LUP 0 0 94 151 157 
AL004452 LUP 65 186 94 151 157 
AL007686 LUP 65 186 94 0 0 
AL007860 LUP 65 186 94 151 157 
AL007862 LUP 65 186 0 151 157 
AL008139 LUP 65 0 94 151 157 
AL008140 LUP 65 186 94 151 157 
AL008170 LUP 65 186 94 151 157 
AL008241 LUP 65 183 98 0 0 
AL010105 LUP 65 186 107 0 0 
AL010707 LUP 61 183 94 0 0 
AL010771 LUP 65 183 94 0 0 
AL010988 LUP 65 186 94 151 157 
AL013360 LUP 65 180 94 154 162 
AL015482 LUP 65 180 94 154 162 
AL016314 LUP 65 180 94 154 162 
AL018388 LUP 65 180 94 154 162 
AL018631 LUP 65 180 94 154 0 
AL018679 LUP 0 0 94 154 162 
AL018688 LUP 65 180 94 154 0 
AL018955 LUP 65 0 98 154 162 
AVA00010 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00011 SEM 65 0 98 154 162 
AVA00012 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00013 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00017 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00025 SEM 65 186 112 154 157 
AVA00027 SEM 65 0 98 151 157 
AVA00040 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00054 SEM 65 0 98 154 162 
AVA00056 SEM 65 180 112 0 160 
AVA00062 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00084 SEM 65 186 112 0 0 
AVA00086 SEM 65 186 112 0 0 
AVA00098 SEM 65 0 112 151 157 
AVA00134 SEM 65 0 98 0 0 
AVA00145 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00146 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00152 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00161 SEM 65 180 98 154 162 



	
  

AVA00162 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00172 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00173 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00177 SEM 65 186 112 0 0 
AVA00232 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00264 SEM 0 0 112 151 157 
AVA00280 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00286 SEM 65 0 98 154 162 
AVA00319 SEM 65 0 112 0 157 
AVA00323 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00327 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00381 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00400 SEM 65 186 112 0 0 
AVA00401 SEM 65 186 98 154 157 
AVA00449 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00455 SEM 65 186 112 0 0 
AVA00466 SEM 65 0 112 151 157 
AVA00484 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00523 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00573 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00575 SEM 0 0 112 151 157 
AVA00580 SEM 0 0 112 151 162 
AVA00584 SEM 65 180 98 154 0 
AVA00595 SEM 65 0 94 151 157 
AVA00598 SEM 0 0 98 151 157 
AVA00604 SEM 65 180 98 154 162 
AVA00642 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00686 SEM 65 186 112 151 157 
AVA00717 SEM 65 0 112 154 162 
AVA00719 SEM 65 0 98 154 160 
AVA00765 SEM 65 0 112 151 0 
AVA00778 SEM 65 0 112 151 157 
AVA00948 SEM 0 0 98 154 162 
AVA00956 SEM 65 186 98 154 162 
AVA01000 SEM 65 186 112 151 0 
AVA01007 SEM 0 0 98 151 0 
AVA01090 SEM 65 186 98 154 162 
AVA01302 SEM 65 180 98 0 0 
AVA01516 SEM 65 186 112 151 157 

 
 
 



	
  

ANEXO 15 
 
Análisis de Inferencia Bayesiana en la determinación de la estructura poblacional putativa con cinco marcadores 

microsatélites de P.falciparum. 
 

Cód.muestra Comunidad PCR Análisis total K=2 Análisis total K=4 
pfhrp2 pfhrp3 Cluster 1 Cluster 2 Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 

AC002654 CAH Negativo Negativo 0.9735 0.0265 0.8893 0.0223 0.0713 0.0171 
AC003083 CAH Positivo Positivo 0.664 0.336 0.0225 0.1193 0.7802 0.0780 
AC012365 CAH Positivo Negativo 0.8752 0.1248 0.0368 0.0327 0.9050 0.0255 
AC012434 CAH Negativo Negativo 0.9169 0.0831 0.5732 0.0701 0.3088 0.0479 
AC012476 CAH Negativo Negativo 0.8675 0.1325 0.0132 0.0301 0.9327 0.0240 
AC014908 CAH Positivo Positivo 0.7312 0.2688 0.0143 0.0389 0.9168 0.0300 
AC014914 CAH Negativo Positivo 0.9638 0.0362 0.8719 0.0222 0.0838 0.0221 
AC015099 CAH Negativo Positivo 0.9621 0.0379 0.0846 0.0256 0.8689 0.0209 
AC015104 CAH Negativo Positivo 0.9336 0.0664 0.0183 0.0241 0.9375 0.0201 
AC015388 CAH Negativo Negativo 0.9621 0.0379 0.0851 0.0255 0.8686 0.0208 
AC015401 CAH Negativo Positivo 0.9638 0.0362 0.8716 0.0219 0.0844 0.0221 
AC015402 CAH Negativo Positivo 0.9621 0.0379 0.0856 0.0256 0.8677 0.0211 
AC020135 CAH Negativo Negativo 0.9606 0.0394 0.1551 0.0269 0.7916 0.0264 
AL008241 LUP Negativo Negativo 0.9569 0.0431 0.1679 0.0319 0.7711 0.0291 
AL010105 LUP Negativo Negativo 0.5413 0.4587 0.0287 0.1389 0.6967 0.1357 
AL010707 LUP Negativo Negativo 0.9548 0.0452 0.0194 0.0272 0.9317 0.0217 
AL010771 LUP Negativo Negativo 0.8685 0.1315 0.0507 0.0949 0.7924 0.0620 
AL013360 LUP Negativo Negativo 0.974 0.026 0.8912 0.0221 0.0697 0.0170 
AL015482 LUP Positivo Negativo 0.9735 0.0265 0.8910 0.0222 0.0697 0.0171 
AL016314 LUP Negativo Negativo 0.9737 0.0263 0.8904 0.0220 0.0703 0.0173 
AL018388 LUP Negativo Negativo 0.9738 0.0262 0.8902 0.0223 0.0705 0.0170 



	
  

AL018631 LUP Negativo Negativo 0.9602 0.0398 0.7947 0.0341 0.1460 0.0252 
AL018679 LUP Negativo Negativo 0.9623 0.0377 0.7748 0.0327 0.1683 0.0242 
AL018688 LUP Negativo Negativo 0.9598 0.0402 0.7967 0.0340 0.1442 0.0252 
AL018955 LUP Negativo Negativo 0.9757 0.0243 0.9345 0.0149 0.0356 0.0150 
AVA00011 SEM Negativo Negativo 0.9757 0.0243 0.9358 0.0150 0.0342 0.0150 
AVA00013 SEM Negativo Negativo 0.9817 0.0183 0.9561 0.0110 0.0215 0.0114 
AVA00054 SEM Negativo Negativo 0.9756 0.0244 0.9341 0.0149 0.0360 0.0150 
AVA00056 SEM Positivo Negativo 0.8448 0.1552 0.0803 0.0463 0.8059 0.0676 
AVA00062 SEM Negativo Negativo 0.9818 0.0182 0.9560 0.0112 0.0216 0.0112 
AVA00134 SEM Negativo Negativo 0.9157 0.0843 0.7269 0.0463 0.1811 0.0457 
AVA00145 SEM Negativo Negativo 0.9817 0.0183 0.9564 0.0112 0.0213 0.0111 
AVA00146 SEM Positivo Positivo 0.9816 0.0184 0.9565 0.0113 0.0211 0.0111 
AVA00161 SEM Negativo Negativo 0.9819 0.0181 0.9566 0.0112 0.0211 0.0111 
AVA00172 SEM Positivo Positivo 0.9815 0.0185 0.9563 0.0111 0.0214 0.0112 
AVA00232 SEM Negativo Negativo 0.9816 0.0184 0.9562 0.0113 0.0214 0.0111 
AVA00280 SEM Negativo Negativo 0.9816 0.0184 0.9563 0.0112 0.0213 0.0112 
AVA00286 SEM Negativo Negativo 0.9756 0.0244 0.9352 0.0150 0.0348 0.0150 
AVA00381 SEM Negativo Negativo 0.9817 0.0183 0.9555 0.0111 0.0220 0.0114 
AVA00401 SEM Positivo Positivo 0.6343 0.3657 0.3476 0.1788 0.2944 0.1791 
AVA00484 SEM Positivo Negativo 0.9816 0.0184 0.9562 0.0111 0.0214 0.0113 
AVA00573 SEM Negativo Negativo 0.9818 0.0182 0.9571 0.0111 0.0207 0.0111 
AVA00584 SEM Negativo Negativo 0.9757 0.0243 0.9320 0.0150 0.0380 0.0150 
AVA00604 SEM Negativo Positivo 0.9816 0.0184 0.9566 0.0111 0.0211 0.0112 
AVA00717 SEM Positivo Negativo 0.8476 0.1524 0.5207 0.0917 0.2334 0.1543 
AVA00719 SEM Negativo Negativo 0.9752 0.0248 0.3654 0.0173 0.6001 0.0172 
AVA00948 SEM Negativo Positivo 0.9767 0.0233 0.9250 0.0149 0.0451 0.0150 
AVA00956 SEM Negativo Positivo 0.8969 0.1031 0.6912 0.0920 0.1247 0.0921 
AVA01007 SEM Positivo Negativo 0.732 0.268 0.2000 0.1158 0.5699 0.1143 
AVA01090 SEM Negativo Positivo 0.8973 0.1027 0.6914 0.0926 0.1238 0.0922 



	
  

AVA01302 SEM Positivo Negativo 0.9635 0.0365 0.8712 0.0221 0.0845 0.0222 
AC002748 CAH Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0130 0.5954 0.0520 0.3396 
AC005334 CAH Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0131 0.5933 0.0540 0.3396 
AC005337 CAH Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0130 0.5936 0.0534 0.3400 
AC005339 CAH Positivo Positivo 0.0247 0.9753 0.0130 0.5934 0.0532 0.3403 
AC005346 CAH Positivo Positivo 0.1367 0.8633 0.0310 0.4534 0.2538 0.2617 
AC005411 CAH Positivo Positivo 0.0246 0.9754 0.0130 0.5929 0.0552 0.3389 
AC005412 CAH Positivo Positivo 0.0244 0.9756 0.0130 0.5933 0.0535 0.3402 
AC005413 CAH Positivo Positivo 0.0461 0.9539 0.0222 0.4273 0.1237 0.4268 
AC005697 CAH Positivo Positivo 0.0417 0.9583 0.0184 0.5421 0.1310 0.3085 
AC005700 CAH Positivo Positivo 0.0246 0.9754 0.0130 0.5942 0.0530 0.3398 
AC005725 CAH Positivo Positivo 0.0244 0.9756 0.0131 0.5936 0.0530 0.3403 
AC005751 CAH Positivo Positivo 0.0243 0.9757 0.0130 0.5933 0.0540 0.3397 
AC012331 CAH Negativo Positivo 0.1226 0.8774 0.0325 0.4902 0.1934 0.2839 
AC012333 CAH Positivo Positivo 0.096 0.904 0.0339 0.5460 0.1025 0.3176 
AC012360 CAH Negativo Positivo 0.1147 0.8853 0.0430 0.3964 0.1624 0.3981 
AC012497 CAH Negativo Positivo 0.1216 0.8784 0.0320 0.4911 0.1950 0.2819 
AL000661 LUP Positivo Positivo 0.0243 0.9757 0.0130 0.5945 0.0531 0.3394 
AL000691 LUP Positivo Positivo 0.0262 0.9738 0.0150 0.4675 0.0499 0.4676 
AL000732 LUP Positivo Positivo 0.0409 0.9591 0.0184 0.5745 0.0761 0.3310 
AL000919 LUP Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0130 0.5933 0.0539 0.3398 
AL002119 LUP Positivo Positivo 0.0446 0.9554 0.0180 0.5151 0.1738 0.2931 
AL004452 LUP Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0131 0.5923 0.0534 0.3413 
AL007686 LUP Positivo Positivo 0.0949 0.9051 0.0342 0.5445 0.1045 0.3168 
AL007860 LUP Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0131 0.5941 0.0538 0.3390 
AL007862 LUP Positivo Positivo 0.026 0.974 0.0151 0.4683 0.0498 0.4669 
AL008139 LUP Positivo Positivo 0.0413 0.9587 0.0183 0.5397 0.1314 0.3106 
AL008140 LUP Positivo Positivo 0.0245 0.9755 0.0131 0.5932 0.0539 0.3398 
AL008170 LUP Positivo Positivo 0.024 0.976 0.0132 0.5931 0.0541 0.3396 



	
  

AL010988 LUP Positivo Negativo 0.0243 0.9757 0.0130 0.5925 0.0541 0.3404 
AVA00010 SEM Positivo Positivo 0.0191 0.9809 0.0116 0.3466 0.0278 0.6140 
AVA00012 SEM Positivo Positivo 0.019 0.981 0.0113 0.3465 0.0277 0.6145 
AVA00017 SEM Positivo Positivo 0.0191 0.9809 0.0114 0.3480 0.0268 0.6138 
AVA00025 SEM Positivo Positivo 0.2622 0.7378 0.1590 0.2380 0.1904 0.4126 
AVA00027 SEM Negativo Positivo 0.4197 0.5803 0.1362 0.1884 0.4908 0.1846 
AVA00040 SEM Positivo Negativo 0.0193 0.9807 0.0114 0.3470 0.0282 0.6134 
AVA00084 SEM Positivo Positivo 0.0429 0.9571 0.0222 0.3360 0.0468 0.5950 
AVA00086 SEM Positivo Positivo 0.0427 0.9573 0.0223 0.3369 0.0482 0.5926 
AVA00098 SEM Positivo Positivo 0.0269 0.9731 0.0150 0.3339 0.0572 0.5939 
AVA00152 SEM Positivo Positivo 0.019 0.981 0.0112 0.3462 0.0271 0.6155 
AVA00162 SEM Positivo Positivo 0.0194 0.9806 0.0114 0.3463 0.0278 0.6145 
AVA00173 SEM Positivo Positivo 0.0191 0.9809 0.0114 0.3471 0.0278 0.6137 
AVA00177 SEM Positivo Positivo 0.0431 0.9569 0.0220 0.3378 0.0474 0.5928 
AVA00264 SEM Positivo Positivo 0.0281 0.9719 0.0150 0.3302 0.0738 0.5810 
AVA00319 SEM Negativo Positivo 0.0434 0.9566 0.0219 0.3249 0.0751 0.5781 
AVA00323 SEM Positivo Positivo 0.0194 0.9806 0.0112 0.3478 0.0274 0.6136 
AVA00327 SEM Positivo Positivo 0.019 0.981 0.0114 0.3481 0.0282 0.6123 
AVA00400 SEM Positivo Negativo 0.0432 0.9568 0.0222 0.3374 0.0481 0.5923 
AVA00449 SEM Positivo Positivo 0.0191 0.9809 0.0112 0.3471 0.0276 0.6141 
AVA00455 SEM Positivo Positivo 0.0435 0.9565 0.0221 0.3373 0.0470 0.5936 
AVA00466 SEM Positivo Positivo 0.0267 0.9733 0.0150 0.3358 0.0578 0.5914 
AVA00523 SEM Positivo Positivo 0.0193 0.9807 0.0114 0.3466 0.0278 0.6142 
AVA00575 SEM Positivo Positivo 0.0281 0.9719 0.0150 0.3297 0.0732 0.5821 
AVA00580 SEM Negativo Positivo 0.4838 0.5162 0.1649 0.1538 0.4246 0.2567 
AVA00595 SEM Positivo Positivo 0.0418 0.9582 0.0183 0.5419 0.1315 0.3083 
AVA00598 SEM Negativo Positivo 0.4364 0.5636 0.1160 0.1614 0.5653 0.1573 
AVA00642 SEM Positivo Positivo 0.0193 0.9807 0.0112 0.3470 0.0267 0.6151 
AVA00686 SEM Positivo Positivo 0.0194 0.9806 0.0113 0.3472 0.0272 0.6143 



	
  

AVA00765 SEM Negativo Positivo 0.0479 0.9521 0.0221 0.3215 0.0847 0.5717 
AVA00778 SEM Positivo Positivo 0.0263 0.9737 0.0150 0.3351 0.0560 0.5939 
AVA01000 SEM Negativo Positivo 0.0263 0.9737 0.0149 0.3438 0.0368 0.6045 
AVA01516 SEM Positivo Positivo 0.0191 0.9809 0.0114 0.3480 0.0274 0.6132 

 
 
 
 
 



	
  

ANEXO 16 

 

Determinación de haplogrupos en el genotipo Pfhrp2 y Pfhrp3 con cinco marcadores microsatélites de P.falciparum. 
 
 

          PCR Análisis total K=4 

Fecha  Cód.muestra Haplotipo Haplogrupo Pop Pfhrp2 Pfhrp3 Cluster 
1 

Cluster 
2 

Cluster 
3 

Cluster 
4 

12/11/12 AC002654 65 180 94 154 162  haplo-1 CAH Negativo Negativo 0.89 0.02 0.07 0.02 
9/12/13 AL013360 65 180 94 154 162  haplo-1 LUP Negativo Negativo 0.89 0.02 0.07 0.02 
3/3/14 AL016314 65 180 94 154 162  haplo-1 LUP Negativo Negativo 0.89 0.02 0.07 0.02 

27/3/14 AL018388 65 180 94 154 162  haplo-1 LUP Negativo Negativo 0.89 0.02 0.07 0.02 
4/6/14 AL015482 65 180 94 154 162  haplo-1 LUP Positivo Negativo 0.89 0.02 0.07 0.02 
1/3/13 AVA00013 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
1/3/13 AVA00062 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
2/3/13 AVA00145 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
2/3/13 AVA00146 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Positivo Positivo 0.96 0.01 0.02 0.01 

10/3/13 AVA00161 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
10/3/13 AVA00172 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Positivo Positivo 0.96 0.01 0.02 0.01 
10/3/13 AVA00232 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
10/3/13 AVA00280 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
21/3/13 AVA00381 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
31/3/13 AVA00484 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Positivo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
31/3/13 AVA00573 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Negativo 0.96 0.01 0.02 0.01 
31/3/13 AVA00604 65 180 98 154 162  haplo-2 SEM Negativo Positivo 0.96 0.01 0.02 0.01 
1/3/13 AVA00010 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
1/3/13 AVA00012 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
1/3/13 AVA00017 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
1/3/13 AVA00040 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Negativo 0.01 0.35 0.03 0.61 
1/3/13 AVA00152 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.62 

10/3/13 AVA00162 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
10/3/13 AVA00173 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 



	
  

21/3/13 AVA00323 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
21/3/13 AVA00327 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
21/3/13 AVA00449 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
31/3/13 AVA00523 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
5/5/13 AVA00642 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.62 
5/5/13 AVA00686 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 

22/9/13 AVA01516 65 186 112 151 157  haplo-3 SEM Positivo Positivo 0.01 0.35 0.03 0.61 
12/12/12 AC002748 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.60 0.05 0.34 

7/3/13 AC005334 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
7/3/13 AC005337 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
7/3/13 AC005339 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
8/3/13 AC005411 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.06 0.34 
8/3/13 AC005412 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 

11/3/13 AC005700 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
11/3/13 AC005725 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
12/3/13 AC005751 65 186 94 151 157  haplo-5 CAH Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
10/9/12 AL000661 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
3/10/12 AL000919 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
3/10/12 AL004452 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
10/6/13 AL007860 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
17/6/13 AL008140 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
18/6/13 AL008170 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Positivo 0.01 0.59 0.05 0.34 
27/9/13 AL010988 65 186 94 151 157  haplo-5 LUP Positivo Negativo 0.01 0.59 0.05 0.34 

 

 


