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RESUMEN

Introduccion: La malaria representa una amenaza para la salud publica y la
farmacorresistencia a los antimalaricos dificulta el control y la eliminacion de la
enfermedad. La resistencia a la artemisinina, cloroquina, pirimetamina, sulfadoxina y
mefloquina se pueden explorar mediante el analisis de polimorfismos en los genes PfK13,
Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps y Pfmdrl, respectivamente. Objetivo: Caracterizar molecularmente
Plasmodium falciparum asociados a resistencia a los antimal&ricos en comunidades del
distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022. Método: Estudio descriptivo,
prospectivo de casos positivos de P. falciparum. Se obtuvo ADN gendmico de treinta
muestras y la especie se confirmé por PCR en tiempo real. Los polimorfismos en estudio se
amplificaron por PCR anidada y PCR convencional, seguida por secuenciacion Sanger. Las
secuencias se analizaron y se alinearon con la secuencia de tipo salvaje de Plasmodium
falciparum. Resultados: Todas las muestras evaluadas portaron alelos mutantes en la
posicioén 72S 'y 76T para Pfcrt, 16V, 50R y 511 para Pfdhfr, 540E y 581G para Pfdhps y
184F para Pfmdrl. Sin embargo, para el gen Pfk13 no se encontraron mutaciones.
Conclusiones: El uso de PCR en tiempo real fue atil para la correcta identificacion de P.
falciparum. Mientras que el andlisis de marcadores moleculares permitié caracterizar el
perfil genético asociado a resistencia a cloroquina, sulfadoxina, pirimetamina y mefloquina,

asi como la sensibilidad a artemisinina.

Palabras clave: Resistencia a Medicamentos, Plasmodium falciparum, Antimalaricos,

Amazonas, Marcadores genéticos, Polimorfismo genético.
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ABSTRACT

Introduction: Malaria represents a public health threat and drug resistance to
antimalarials hampers the control and elimination of the disease. Resistance to artemisinin,
chloroquine, pyrimethamine, sulfadoxine and mefloquine can be explored by analyzing
polymorphisms in the PfK13, Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps and Pfmdrl genes, respectively.

Objective: Molecular characterization of Plasmodium falciparum associated with
antimalarial resistance in communities of the Rio Santiago district, Condorcanqui,
Amazonas 2022. Methodological design: Prospective, descriptive study of positive cases
of P. falciparum. Genomic DNA was obtained from thirty samples and the species was
confirmed by real-time PCR. The polymorphisms under study were amplified by nested
PCR and conventional PCR, followed by Sanger sequencing. The sequences were analyzed
and aligned with the 3D7 wild-type sequence. Results: All samples evaluated carried mutant
alleles at position 72S and 76T for Pfcrt, 16V, 50R and 511 for Pfdhfr, 540E and 581G for
Pfdhps and 184F for Pfmdrl. However, for the Pfk13 gene, no mutations were found.
Conclusions: The use of real-time PCR was successful to identify P. falciparum. Molecular
marker analysis allowed the characterization of the genetic profile associated with drug
resistance to chloroquine, sulfadoxine, pyrimethamine and mefloquine, as well as sensitivity

to artemisinin.

Keywords: Drug Resistance, Plasmodium falciparum, Antimalarials, Amazonas, Genetic

markers, Genetic polymorphism.
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I. INTRODUCCION

La malaria es una de las enfermedades metaxénica mas relevantes en salud pablica
a nivel mundial (Recht et al., 2017). Es originada por parasitos pertenecientes al género
Plasmodium y transmitida a través de la picadura de mosquitos hembras del género
Anopheles spp. (Zekar y Sharman, 2020). Hay cuatro especies que infectan a los humanos:
Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum
(Escalante y Pacheco, 2019), los dos Gltimos parasitos son responsables de los casos de
morbilidad y mortalidad (Varo, Chaccour y Bassat, 2020). Se han identificado también
casos de P. knowlesi en humanos; sin embargo, es considerado una zoonosis (Sato, S., 2021).
P. falciparum es la especie de mayor impacto al causar cuadros patolégicos como anemia
severa, malaria cerebral e incluso puede llevar a la muerte. Este parasito tiene un ciclo
asexual eritrocitico de 48 horas provocando una rapida progresion de la enfermedad (Maier,
Matuschewski, Zhang y Rug, 2018).

En el Perq, la malaria es endémica en los valles occidentales de la costa norte, en la
cuenca amazonica e incluso en los valles interandinos hasta los 2,300 m.s.n.m (MINSA,
2020). En el afio 2022, un total de 10939 casos positivos fueron reportados, siendo el 82.50%
(9025) causado por P. vivax, 17,44% (1908) por P. falciparumy 0,06% (6) por P. malariae
(MINSA, 2022). En el 2021 y 2020 se reportaron 17658 y 15235 casos respectivamente,
donde el 80,24% (14170) y 79,99% (12186) fue por P. vivax, 19,74% (3487) y 20,01%
(3049) por P. falciparum, provenientes del departamento de Loreto, Junin, San Martin,
Tumbes, Cusco, Ayacucho, Cajamarca, La libertad, Madre de Dios, Lima y Amazonas
(Minsa, 2020 y 2021). Entre los afios 2015 y 2019, se registraron un total de 244,723 casos,
la mayoria se concentraron en Loreto con 95,6%, seguido por Amazonas (1,8%), con mayor
numero de casos en el distrito de Rio Santiago, luego Junin (1,0%), y San Martin con 0,7%
de los casos (Montenegro et al., 2021).

El tratamiento de terapia combinada con artemisinina (Artemisinin-based
combination therapy, ACT) es la opcion recomendada de primera linea. Actualmente,
avances en la investigacion genética y gendémica del parésito, han tenido un papel
significativo sobre la identificacion de genes responsables, especialmente aquellos que se
asocian con la resistencia a los antimalaricos (Su, Lane, Xia, S4, y Wellems, 2019). Sin
embargo, la resistencia de P. falciparum a medicamentos disponibles, hace dificil controlar
y eliminar la enfermedad, razon por la cual es de importancia la vigilancia sobre la

efectividad de los antimaléricos (Valenzuela et al., 2019).
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La resistencia se puede evaluar mediante el andlisis de polimorfismos de un solo
nucleodtido (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs). Por ejemplo, la asociacion con
resistencia a sulfadoxina-pirimetamina (SP), se ha relacionado con mutaciones no sinébnimas
en las posiciones 16V, 50R, 511, 59R, 108N/T e 164L del gen dihidrofolato reductasa
(Pfdnfr) y 436A/F, 437G, 540E, 581G, 613S del gen dihidropteroato sintetasa Pfdhps
(Pathak et al., 2014). La resistencia a cloroquina (CQ), se ha asociado con los polimorfismos
72S,741,75E,75 Ky 76 T en el gen transportador de resistencia a cloroquina Pfcrt (Shah
et al., 2015). Otros estudios han demostrado que los polimorfismos en el gen de
multirresistencia (Pfmdrl) 86Y, 184F, 1034C, 1042D y 1246Y estan vinculados a la
resistencia a mefloquina (MQ) y cloroquina (Pathak et al., 2014). Las mutaciones del gen
hélice kelch (K13) asociadas a resistencia a artemisinina son: 543T, 493H, 580Y, 446,
539T, 578S, 574L, 553L, 458Y y 561H (Stokes et al., 2021). Por lo que, el uso de estos
marcadores es muy oportuno para la vigilancia futura de la resistencia y para informar las
pautas de tratamiento (Menard et al., 2016).

Frente a esta problematica, se planted la siguiente interrogante: ¢Cuéles son las
caracteristicas moleculares de P. falciparum asociadas a resistencia de antimaléricos en
comunidades del distrito de Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022? Ademas,
considerando que existe diversidad molecular, el objetivo general fue: Caracterizar
molecularmente P. falciparum asociada a resistencia a los antimalaricos en las comunidades
del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022. Asi mismo, se consideraron tres
objetivos especificos: verificar las especies de Plasmodium falciparum en comunidades del
distrito Rio Santiago Condorcanqui, Amazonas 2022, mediante PCR en tiempo real.
Identificar mutaciones en los genes Pfcrt, Pfdhps, Pfdhfr, Pfmdrl y Pfk13 relacionados a
resistencia de P. falciparum y determinar el genotipo circulante de P. falciparum asociados
a resistencia a los antimalaricos en las comunidades del distrito de Rio Santiago,

Condorcanqui, Amazonas 2022.

Por lo expuesto, la investigacion brinda informacion relevante sobre el genotipo
resistente a los antimalaricos en el departamento de Amazonas y con ello contribuye a la
epidemiologia local para el tratamiento y vigilancia de P. falciparum. Finalmente, permite
establecer una linea base para investigaciones posteriores que contemplen ademas ensayos

in vitro o de eficacia terapéutica que permitan evaluar el fenotipo.
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Il. MARCO TEORICO

1. ANTECEDENTES

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2019 murieron 229
millones de personas a causa de la malaria y 409000 en 87 paises, el mayor numero de casos
notificados ocurrié en Africa (94%), seguida del Sureste Asiatico (3%), el Pacifico
Occidental y las Américas presentaron el 1% (OMS, 2020). Sin embargo, en Brasil,
Colombia, Venezuela (Republica Bolivariana), Guyana, Nicaragua y Panama han visto una
disminucion de malaria en el 2020. Por otro lado, los casos aumentaron en Honduras, Costa
Rica, Suriname; asi mismo, la transmision de malaria en el Peri aument6 en Tumbes y
Amazonas (OPS, 2020). Desafortunadamente, P. falciparum ha mostrado una amplia
resistencia a medicamentos de primera linea tales, como: cloroquina y sulfadoxina-
pirimetamina (SP), causando mortalidad y morbilidad (Ashley et al., 2014). Estos
antimalaricos han sido reemplazados por terapias combinadas basadas en artemisinina
(ACT) (Dondorp et al., 2009). Sin embargo, existen reportes de resistencia a la terapia
combinada con artemisinina en el sudeste asiatico, repercutiendo con consecuencias

devastadoras para el control de la enfermedad (Ashley et al., 2014).

A lo largo de los afios, diversas investigaciones se han realizado para contribuir con
la vigilancia de parasitos resistentes a antimalaricos. En 2016, Chenet, y sus colaboradores
analizaron 98 muestras de P. falciparum en Guyana, realizando una PCR-anidada y
secuenciamiento por Sanger para determinar alelos mutantes en Pfk13, Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps
y Pfmdr1, reportando una mutacién en la posicion del aminoacido C580Y del dominio de la
hélice K13 en 5 muestras. Ademas, en la mayoria de casos positivos encontraron un genotipo
Pfcrt SVMNT (codones 72—76), triple mutante 437G/540E /581G de Pfdhps, 2 genotipos:
triple mutante 50R /511 /108N y doble mutante 511 /108N para Pfdhfr y 2 genotipos
mutantes de Pfmdrl en 184F /1042D /1246Y (triple mutante) y 184F /1034C /1042D
/1246Y (cuadruple mutante). Por lo que, en Guyana y paises vecinos, se justificaba la
vigilancia molecular continua de la terapia combinada basada en artemisininay de los demas
antipaludicos (Chenet, S., et al., 2016).

En 2017, se publico un estudio de las mutaciones Pfdhfr, Pfdhps, Pfmdrl y Pfcrt en

genes de P. falciparum, en Guinea Ecuatorial Continental. EI gen Pfdhfr evidencio la
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presencia de un triple mutante (511/59R/108N) y una mutacién en la posicion 164L.
Ademas, se identifico tres clases de mutantes en los genes Pfdhfr y Pfdhps: parcialmente
resistentes (Pfdhfr 511/59R/108N y Pfdhps 437G), totalmente resistentes (Pfdhfr
511/59R/108N + Pfdhps 437G/540E) y super resistentes (Pfdhfr 511/59R/108N y Pfdhps
437G/540E/581G). Por otro lado, se encontrdé una doble mutacién en las posiciones de 86Y
y 1246Y en el gen Pfmdrl; asi mismo, se evidenciaron mutaciones combinadas en Pfmdrl
y Pfcrt (86Y y 76T). Los resultados mostraron un alto nivel de mutaciones en los genes de
P. falciparum relacionados con la resistencia a SP, atribuyendo este hecho al retiro fallido

del tratamiento de SP en estas zonas (Berzosa et al., 2017).

En 2018, se publico un estudio realizado en Brasil, en donde se evaluaron alelos
mutantes relacionados al dominio de la hélice del gen K13 de P. falciparum. Se realiz6 la
amplificacion de 69 muestras por PCR-anidada, se secuenciaron y se alinearon. Los autores
determinaron que todas las muestras presentaban un genotipo salvaje, indicando la eficacia

de la terapia combinada basada en artemisinina (Gomes et al., 2018).

En Sudan, se analizaron 20 muestras provenientes del hospital East Nile. Realizaron
una PCR-anidada para amplificar el gen Pfcrt y posteriormente realizaron un
secuenciamiento Sanger. Como resultado, obtuvieron que el 80% de las muestras
presentaron una mutacion en el codon 76 del gen Pfcrty el 20% presento el tipo salvaje. Por
lo tanto, concluyeron que existe un elevado porcentaje de cepas mutantes asociadas a la

resistencia al tratamiento con cloroquina (Mohammed et al., 2018).

En el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), examinaron microscopicamente 268
muestras de casos sospechosos de malaria, todos ellos importados. Las muestras positivas
por microscopia fueron sometidas a PET-PCR para la confirmacién de especies,
determinando que 15 muestras fueron positivas para P. falciparum, 27 para P. vivax y 4
infecciones mixtas. Las muestras positivas para P. falciparum se secuenciaron por Sanger,
determinando genotipos tipo salvaje para Pfk13, mientras que Pfcrt mostr6 cuatro genotipos
mutantes (CVMNT, CVMET, CVIET y SVMNT) y para Pfmdrl se mostraron tres
genotipos mutantes (184F/1034C/1042D/1246Y, Y184F/N1042D/D1246Y y Y184F)
(Escobar et al., 2020).
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En Quibdo, Colombia, se llevd a cabo un estudio empleando secuenciacion Sanger
para analizar la presencia de polimorfismos en genes asociados a resistencia de cloroquina
y sulfadoxina-pirimetamina en P. falciparum. Se examinaron 85 muestras del 2018 - 2019,
genotipificando dichas muestras para evaluar mutaciones en los genes Pfcrt (codones 72-
76), Pfdhfr (codones 51, 59, 108 y 164) y Pfdhps (codones 436, 437, 540 y 581). Los
resultados revelaron que los aislados portaron alelos mutantes para Pfcrt (K76T y N75E) y
para Pfdhfr (N511y S108N). No obstante, para el gen Pfdhps, sélo se observaron mutaciones
en el codon A437G. Los autores concluyeron que sus hallazgos confirmaban la fijacion de
alelos resistentes a cloroquina y pirimetamina, indicando que estos medicamentos no eran

apropiados para su uso en Colombia en la actualidad (Guerra et al., 2022).

Entre 2018 - 2021, se realizaron investigaciones en la region de Mosquitia entre
Nicaragua y Honduras, analizaron 205 muestras de sangre de pacientes infectados por P.
falciparum. Las muestras positivas se amplificaron mediante PCR anidada para los genes
Pfcrt y Pfmdrl, luego realizaron el secuenciamiento para evaluar las posiciones que abarca
del 72 al 76 para el gen Pfcrty las posiciones 86, 184, 1034, 1046 y 1246 para el gen Pfmdr1.
Determinaron que todas las muestras revelaron el genotipo de tipo salvaje CVMNK para el
gen Pfcrt asociado con la sensibilidad a cloroquina, mientras para el gen Pfmdr1 presentaron
el genotipo NFCDD. Estos resultados establecen que ain no existen mutaciones en el gen
Pfcrt y, ademas, reporta tres posiciones con mutaciones fijas en el gen Pfmdrl (Fontecha et
al., 2021).

Schmedes et al. (2021), evaluaron las mutaciones en el dominio de la hélice kelch 13
de P. falciparum, mediante el secuenciamiento de Sanger. Un total de 2865 muestras de
sangre provenientes de 9 paises: Angola, Benin, Republica Democratica del Congo (RDC),
Guinea, Kenia, Malawi, Mali, Tanzania y Zambia durante el 2014 al 2018, fueron sometidas
a extraccion de ADN y amplificadas mediante PCR. El secuenciamiento de todas las
muestras fueron analizadas y alineadas, determinando que 2753 muestras eran de tipo
salvaje y 112 presentaban mutaciones en las posiciones 416,419,433,471,477 ,504 ,522, 568
y 578.

En Perq, también se han realizado estudios para contribuir con la vigilancia de P.

falciparum. En Loreto, se realizd un estudio que investigo la asociacion entre las mutaciones
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puntuales en los genes Pfdhfr y Pfdhps de P. falciparum y su respuesta clinica en pacientes
con diagnostico de malaria no complicada por esta especie. Se examinaron 86 muestras de
sangre de pacientes antes de recibir tratamiento con SP, centrdndose en los codones
S108N/T, N511, C59R, 1164L y C50R del gen Pfdhfry los codones A436G, A437G, K540E,
A581G y A613S/T del gen Pfdhps. Los resultados revelaron infecciones causadas por
parasitos con 3 mutaciones en Pfdhfr (108N/511/164L) y 2 (581G/437G) o 3 mutaciones en
Pfdhps (581G/437G/540E), lo cual se asoci6 con la falla del tratamiento con SP. El autor
concluyé que a medida que aumentaba el nimero de mutaciones en ambos genes (Pfdhfr y

Pfdhps), también aumentaba el riesgo de fracaso en el tratamiento con SP (Salas, C. 2007).

En el 2010 - 2012, se report6 un brote de 210 casos de malaria en Tumbes. Para
identificar la especie causante del brote, se colectaron 57 muestras de sangre en papel filtro
del total de casos reportados, luego realizaron la extraccién de ADN vy la identificacion de
especie fue por PCR-anidada. Se identificaron 54 muestras positivas a P. falciparum y 3
mixtas (P. vivax / P. falciparum). Posteriormente, secuenciaron el ADN de las muestras para
detectar mutaciones puntuales en la variante B V1 'y clon B de P. falciparum. Los autores,
reportaron el genotipo SVMNT para Pfcrt y mutaciones en las posiciones 437/540/581 para
Pfdhps y 184/1034/1042/1246 para Pfmdrl. Por otro lado, el clon B y el linaje B V1
difirieron en el haplotipo Pfdhfr; mientras que, el clon B era 511/108N/164L, la variante B
V1 del brote y el aislado del parésito de Requena tenian el haplotipo 50R/511/108N
(Baldeviano et al., 2015).

En el 2015, se realizd un estudio en muestras de 60 pacientes con malaria severa
complicada. La genotipificacion para el gen Pfdhfr fue mediante Sanger y para el gen Pfdhps
fue mediante PCR-RFLP y PCR alelo-especifico. Los resultados mostraron que el 84% de
las muestras presentaban mutaciones en N511, S108N, 1164L y el 16% tenian una sélo
mutacion en S108N; mientras que, para el gen Pfdhps, el 78% presentdé mutaciones triples
437G/540E/581G. Por tanto, el autor concluy6 que los marcadores de resistencia a nivel
molecular debian tenerse en cuenta durante el seguimiento de los casos, sobre todo cuando

se evidencia la presencia de un brote (Santolalla, M. 2015).

En la Cuenca Amazonica de Loreto Peru, se realiz6 una investigacion con el objetivo

de analizar la genética poblacional de P. falciparum en 63 muestras colectadas entre 2015 -
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2019. La genotipificacion de las muestras se realizd en regiones asociadas a la resistencia
de medicamentos. Se observé que todas las muestras de P. falciparum presentaban
mutaciones resistentes a cloroquina (CQ) en el gen Pfcrt. Asi mismo, en los genes Pfdhfr y
Pfdhps de 53 muestras se identificaron mutaciones asociadas a la resistencia de sulfadoxina.
Ademas, no se encontraron mutaciones en el Kelch 13. Los autores concluyeron que, la alta
prevalencia de mutaciones de resistencia a CQ podria deberse a una presion selectiva

generada por el esquema de tratamiento de P. vivax (Villena et al., 2022).

Finalmente, estudios recientes han revelado el resurgimiento de P. falciparum en
comunidades nativas del distrito de Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas. El estudio se
basd en un tamizaje de 2718 muestras de sangre en 21 comunidades del distrito; donde,
durante el primer trimestre del 2020, se detectaron 220 casos positivos a malaria, de los
cuales, 46 correspondieron a P. falciparum, 160 a P. vivax y 6 a infecciones mixtas
(Montenegro et al., 2020). Sin embargo, no se han evidenciado estudios de marcadores

asociados a resistencia a los antimalaricos.

2. BASES TEORICAS

La malaria presenta una elevada tasa de incidencia a nivel global, cuya infeccién es
causada por protozoos del género Plasmodium. Se transmite al humano por la picadura del
mosquito hembra del género Anopheles (Campuzano y Blair, 2010). Su ciclo de vida
comprende una fase sexual en los mosquitos y una asexual en el humano, estos parasitos
migran primero al higado y luego a los globulos rojos (Kariuki y Williams, 2020). La
enfermedad se manifiesta con cuadros clinicos como parasitemia asintomatica, paludismo
no complicado o paludismo grave (Hernandez, Chuprine y Carrillo, 2020). Esta enfermedad
es principalmente causada por P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale; sin embargo,
la especie con mayores complicaciones clinicas severas y con desenlace fatal es P.

falciparum (Escalante y Pacheco, 2019).

En las ultimas décadas se ha incrementado el uso de técnicas moleculares para
proporcionar un diagnostico fiable, en la identificacién de microorganismos ademas de
conocer sus secuencias, genotipos Yy resistencia a farmacos. Entre las técnicas moleculares

mas utilizadas encontramos a: la PCR convencional, PCR en tiempo real o cuantitativa,

27



microarreglos (Microarrays) y secuenciacion del genoma (Diz, 2020). La PCR en tiempo
real, permite la identificacion, caracterizacion y cuantificacion de microorganismos
patdgenos, con menor riesgo de contaminacion cruzada (Zheng y Cheng, 2017). Esta técnica
mejora la especificidad, sensibilidad e incluso la deteccion de infecciones mixtas y la

posibilidad de determinar el nivel de parasitemia (\Van Bergen et al., 2021).

En diversos campos de la biologia, los marcadores moleculares representan un
elemento necesario para detectar genes de interés, permitiendo determinar variaciones
genéticas (Alcantara, 2007). Segun Hodoameba (2021), el uso de marcadores moleculares
de resistencia a P. falciparum, ha permitido monitorear y conocer la propagacion del
paréasito resistente a los farmacos que incluyan mutaciones puntuales en los genes: Pfcrt
asociada a la resistencia cloroquina, kelch 13 asociada a la resistencia a artemisinina, Pfdhfr
y Pfdhps asociadas a la resistencia de sulfadoxina-pirimetamina y Pfmdrl asociada a
resistencia de multiples farmacos como mefloquina, cloroquina, amodiaquina, lumefantrina,

entre otros.

El dominio de la hélice de Kelch del gen K13, codifica una proteina de 726
aminoacidos y se ubica en cromosoma 13 relacionado con la resistencia a terapia combinada
basada en artemisinina; ACT (Talundzic et al., 2015). La funcién de esta proteina alberga
multiples puntos de interaccion entre proteina-proteina y desempefia diversas funciones
celulares como la degradacion de proteinas regulada por ubiquitina hasta la participacién en
respuestas frente al estrés oxidativo (Straimer et al., 2015). Existen ocho mutaciones en el
dominio de la hélice del gen Pfk13 (P441L, F4461, SA49A, N458Y, P553L, V568G, P574L
y L675V) que estan relacionado con un retraso en la eliminacion del parasito en la sangre.
Ademas, hay cinco mutaciones (Y493H, R539T, 1543T, R561H y C580Y) que se asocian
con resistencia en pruebas in vitro o en vivo (Gomes et al., 2018). En los mutantes, se
observaron cambios de aminoacidos en ubicaciones especificas, por ejemplo, P441L indica
que la prolina en la posicion 441 fue sustituida por leucina. (Ariey et al., 2014, Menard et
al., 2016, Ramakanta et al., 2020).

La resistencia a la cloroquina en el gen Pfcrt (transportador resistente a la
cloroquina), ubicado en el cromosoma 7 del genoma de P. falciparum (Pinedo et al., 2008 y
Shah et al., 2015). Este gen codifica una proteina de 424 aminoacido localizada en la

membrana de la vacuola digestiva del parasito (Huang et al., 2016). Entre las mutaciones
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que se asocian a la resistencia a cloroquina son: C72S, M74l, N75E y K76T, como resultado
de una mutacion el cambio de cisteina (codon TGT) por serina (codon TCT) en la posicion
72 de Pfcrt (Berzosa et al., 2017). Existen distintos genotipos asociados con la resistencia a
cloroguina como: En Guinea el genotipo SVMNT, CVMNT en el Sudeste asiatico que se
extendio hasta Africa y en América del Sur el genotipo SVMNT/CVMNT en Brasil y Perd,
CVMET/CVMNT en Ecuador y Colombia (Griffing et al., 2010).

Los genes Pfdhfr y Pfdhps, estan relacionado con la resistencia a la pirimetamina y
sulfadoxina, se ubican en el cromosoma 4 y 8 del genoma de P. falciparum, respectivamente.
Su accion de estos genes es inhibir las enzimas dihidrofolato reductasa (DHFR) y
dihidropteroato sintetasa (DHPS) de P. falciparum (Baraka et al., 2015). Especificamente,
la resistencia a la pirimetamina esta vinculada a varios polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) en el gen Pfdhfr como las mutaciones: V16A, con sustitucién de valina (V-GTA)
por alanina (A-GCA), C50R, sustitucion de cisteina (C-TGT) por arginina (R-CGT), N511,
sustitucion de asparagina (N-AAT) por isoleucina (I-ATT), C59R, sustitucién de cisteina
(C-TGT) por arginina (R-CGT), S108N, sustitucién de serina (S-AGC) por asparagina (N-
AAC), y 1164L con sustitucion de isoleucina (I-ATA) por leucina (L-CTA) asociados a
resistencia a pirimetamina (Pathak et al., 2014 y Galindo et al., 2010). Los parasitos con las
mutaciones S436A, con sustitucion de serina (S-AGT) por alanina (A-GGT), A437G,
sustitucion de alanina (A-GCT) por glicina (G-GGT), K540E sustitucion de lisina (L-AAA)
por glutamina (E-GAA), A581G sustitucion de alanina (A-GCG) por glicina (G-GGG) y
A613S, sustitucion de alanina (A-GCC) por serina (S-TCC) asociados a resistencia a

sulfadoxina en el gen Pfdhps (Rosillo et al., 2023).

El gen transportador de resistencia a multiples farmacos (Pfmdrl) se ubica en
cromosoma 5 del genoma de P. falciparum, este gen codifica una glicoproteina p que
pertenece a la familia de transportadores de casetes de unién a trifosfato de adenosina y las
mutaciones para el gen Pfmdrl, estan vinculadas a la resistencia a diversos farmacos como:
mefloquina, halofantrina, quinina y lumefantrina (Valenzuela et al.,2019). Hasta la fecha se
han identificados cinco mutaciones de aminoacidos que son predominantes a nivel mundial
como N86Y, Y184F, S1034C, N1042D y D1246Y que se han observado con mayor

frecuencia en aislamientos de Asia, Africa y América (Veiga et al., 2016). La alteracion de
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tirosina (TAT) por asparagina (TTT) en la posicion 184 de Pfmdrles uno de los principales
marcadores de resistencia a mefloquina (Mekhlafi et al., 2022).

Las mutaciones en estos genes se han utilizado para monitorear y vigilar la resistencia
al tratamiento en muchas areas donde la malaria es endémica (Pathak et al., 2014). Las
mutaciones que se analizan en este estudio se encuentran detalladas en la Tabla 1.

Tabla 1
Perfil de mutaciones moleculares en los genes Pfdhfr, Pfdhps, Pfmdrl, Pfcrt y Pfk13 de P.
falciparum relacionadas con la resistencia a diferentes farmacos antipalddicos.

Genes Cromosoma Codones
P441L F4461 S449A N458Y
P553L V568G P574L L675V
Pfk13 13
Y493H R539T 1543T R561H
C580Y
Pfcrt 7 C72S M741 N75E K76T
V16A C50R N511 C59R
Pfdhfr 4
S108N/T 1164L
S436A/F A437G K540E A581G
Pfdhps 8
A613S
Pfmdrl 5 N86Y Y184F
. . : Y: H: T: C: E:
P: Prolina St Serina Valina Tirosina Histidina  Treonina cisteina Glutamina
Amino4cido F: N: L: G: R: I: M: K- Lisi
Fenilalanina  Asparagina Leucina Glicina  Arginina Isoleucina Metionina -Hisina
A: Alanina

Aminoacido mutado (resaltado en negrita)

La resistencia a farmacos se define cuando bacterias, virus, hongos y parasitos tienen
la capacidad de sobrevivir o multiplicarse frente a una adecuada administracion de
medicamentos, lo que conlleva a un dificil tratamiento y, por ende, a la propagacion de la
enfermedad (Reyburn, 2010). Segun Shibeshi, Kifle y Atnafie (2020), existen factores que
facilitan la aparicion de resistencia a los antipaltdicos, como: tasa de mutacion del parésito,
carga parasitaria en general, potencia del medicamento seleccionado, dosis inadecuada del

farmaco, propiedades farmacocinéticas deficientes e incumplimiento del tratamiento.
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Las herramientas més utilizadas en la actualidad para la secuenciacion de genes o
regiones de genomas son: el método de secuenciacion capilar (Método de Sanger) y las
plataformas de secuenciacion de siguiente generacion (NGS, Next Generation Sequencing)
(Diz, 2020). La Secuenciacion por Sanger, es un método que permite determinar las
secuencias de ADN hasta 900 pares de bases y de esta manera es posible determinar SNPs

que den lugar a sustituciones sindénimas o no sinénimas (Diz, 2020 y CDC-Pera, 2021).

Actualmente, se utiliza una variedad de medicamentos para el tratamiento de la
malaria, como los derivados de la artemisinina que se administran junto a mefloquina,
piperaquina, lumefantrina y amodiaquina (Ruebush, Neyra, y Cabezas, 2004). De acuerdo a
la normativa técnica vigente en el Per(, el tratamiento del paludismo no complicada causado
por P. falciparum, se basa en el uso de una combinacion de mefloquina (MQ) a una dosis
de 12,5 mg/kg al dia durante 2 dias, junto con artesunato (AS), en dosis de 4 mg/kg por dia
durante 3 dias; ademas, se recomienda el uso de primaquina a una dosis de 10 mg/kg por dia

para adultos y 0,75 mg/kg por dia para nifios (MINSA, 2015).
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I1l. METODOS Y MATERIALES
El presente estudio de investigacion se realizo en el Instituto de Investigacion de
Enfermedades Tropicales de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza en
Amazonas (IET-UNTRM) en el Laboratorio de Epidemiologia Molecular y Genémica.
1. Tipo y disefio de investigacion
La investigacion es de tipo descriptivo y transversal con un disefio observacional no

experimental (Supo & Zacarias, 2020).

2. Poblacion y Muestra

La poblacion estuvo conformada por todos los pobladores de las comunidades del
distrito Rio Santiago provincia de Condorcanqui, departamento de Amazonas que asistieron
a los establecimientos de salud. La muestra estuvo constituida por 30 casos positivos de P.
falciparum diagnosticados por microscopia entre el 2019 al 2022 que provenian de las
comunidades: Ayambis (4); Chapiza (13); Palometa (1), Chapiza (1) y Alianza Progreso
(11). Las muestras de sangre de estos casos positivos fueron brindadas por la Direccion
Regional de Salud Amazonas (DIRESA, Amazonas) en conjunto con la Red de Salud de
Condorcanqui mediante deteccion pasiva de casos de malaria.
3. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

3.1. Técnicas

Se realizd una observacion, revision y andlisis documentario (Supo & Zacarias., 2020).

La observacion estuvo centrada en la extraccion de ADN, amplificacion de PCR en tiempo

real, corridas electroforéticas, secuenciamiento Sanger y empleo de software (Anexo 1).

3.2. Instrumentos de recoleccion de datos
Se usaron cuadernos de registros de laboratorio y formatos de procesos para los
resultados. Se emplearon equipos para: PCR en tiempo real, PCR nested y convencional,
electroforesis, Secuenciador por Sanger, software Geneious prime para analisis de las

secuencias, publicaciones, buscadores web, laptop y camara fotografica.

3.3. Procedimiento

3.3.1 Extraccion de ADN de sangre en papel filtro y sangre total

Las muestras obtenidas fueron sometidas a extraccion de ADN, se uso el protocolo
estandarizado del kit comercial de extraccion (QlAamp DNA Mini Kit-250 Cat.N°.51306).
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El ADN obtenido fue almacenado a -20°C, hasta ser usado en las reacciones de la PCR en

tiempo real, para la confirmacion de la especie y en las PCR para amplificacion de los genes

de interés.

b)

d)

9)

h)

Protocolo:

Para la extraccion de ADN a partir de sangre en papel filtro, se utilizé un circulo
de papel (conteniendo la sangre) y se cort6 en partes pequefias empleando una
tijera estéril y realizandose sobre una placa. Se colocaron las partes del papel
dentro de un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. con 300 uL de buffer fosfato
salino (PBS) y se incubd a 56 °C durante toda la noche. Para la extraccion de
ADN a partir de sangre total, se utilizaron 200 uL de la muestra inicial.

Luego, en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, se afiadi6 20 uL de proteinasa
K, 200 uL de muestra (sobrenadante en caso de muestra de papel filtro) y 200 uL
de buffer AL, luego se realiz6 un vortex y se colocé al termociclador por 56 °C
durante una hora.

Se afladio 200 uL de etanol y se realiz6 un vortex para homogenizar la muestra.
Luego, todo el contenido fue transferido a la columna de purificacion y se realiz6
una centrifugacion a 8000 rpm por 1 minuto.

Se transfirié la columna de purificacion al siguiente tubo colector, afiadiendo 500
uL de solucidn de lavado AW1, seguido de una centrifugacion a 8000 rpm por 1
minuto.

Posteriormente, la columna de purificacidn se coloco al siguiente tubo colector.
Se afadio 500 uL de la solucién de lavado AW2, y se realiz6 una centrifugacién
a 14000 rpm durante 3 minutos.

Se descarto el tubo de colector conteniendo la solucion que atraveso la columna
y se transfirié la columna de purificacion a un nuevo tubo estéril de 1,5 mL.

Se afiadié 100 uL de buffer AE en el centro de la columna de purificacién para
eludir el ADN genomico y se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Por altimo, se realizé una centrifugacion a 8000 rpm durante 1 minuto, se elimind
la columna de purificacién y se obtuvo el ADN, el mismo que se almacené a -20
°C (Anexo 2 y Anexo 3).

3.3.2 ldentificacion molecular de Plasmodium spp.

La confirmacion de P. falciparum se realiz6 por PCR en tiempo real

empleando el protocolo de Rougemont et al. (2004). El protocolo consisti6 en el uso
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de oligonucledtidos: Plasmo 1 (5’- GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA -
3%), Plasmo 2 (5 — AAC CCA AAG ACT TTG ATT TCT CAT AA - 3’) y las
sondas: Falcprobe (5 — AGC AAT CTA AAAGTC ACCTCG AAAGATGACT
- 3’) marcadas con el fluor6foro FAM y Vivprobe (5’AGC AAT CTA AGA ATA
AAC TCC GAA GAG AAA ATT CT-3’) marcadas con el fluoroforo VIC (Anexo
3). Luego, se prepard un master mix especifico para la diferenciacion de las especies

de Plasmodium spp (Tabla 2).

Se afiadi6 15 pL del master mix en una placa de 96 pocillos y luego se agregd
5 uL ADN, se mezclo por pipeteo y se centrifugd a 300 g por 30 segundos antes de
colocarse al termociclador. Se consideraron reacciones para: el control de extraccion,
controles positivos (cepa 3D7 y cepa Sal 1) y control de reactivo. Las condiciones
del perfil térmico estuvieron conformadas por 1 ciclo inicial de desnaturalizacion a
95 °C durante 10 minutos, y 40 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C durante 15

segundos y alineamiento a 60 °C por 1 minuto.

Tabla 2
Condiciones del master mix para determinacion de especies de Plasmodium, mediante PCR
en tiempo real, empleados en las muestras provenientes de las comunidades del distrito Rio

Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

Reactivos Reaccion 1X

P. vivax/falciparum

Master Mix 10 uL

Agua 1,4 uL

Primer F (plasmol) 1 pL conc. Final (4 uM)
Primer R (plasmo 2) 1 pL conc. Final (4 uM)
Sonda (vivprobe) 0,8 pL conc. Final (2 uM)
Sonda (falcprobre) 0,8 pL conc. Final (2 uM)
Total 15 pL

Templado 5uL
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3.3.3 Amplificacion del ADN y generacion de productos

Se utiliz6 un protocolo estandarizado descrito por CDC (Centers for Disease
Control and Prevention, por sus siglas en inglés), los marcadores y los primers
usados se describen en la Tabla 3. En todas las reacciones de PCR, se considero el
control de extraccion y control de reactivos, se incluyd como control positivo a la

cepa de referencia 3D7.

Tabla 3

Marcadores, partidores y secuencias de amplicones empleados. por PCR anidado y PCR

convencional para P. falciparum.

Marcador Partidor Secuencia Nucleotidica Tamario (pb) Tm(°C)

Pfk13_F1  GCAAATAGTATCTCGAAT 1000 46
Pfk13_R1 CTGGGAACTAATAATAAAGAT

K13 Pfk13_F2 GATAAACAAGGAAGAATATTCT
Pftk13_R2 CGGAATCTAATGTTATGTTCA 700 54
Pfcrt_F1 AGCAAAAATGACGAGCGTTATAG

Crt Pfcrt_R1 ATTGGTAGGTGGAATAGATTCTC 559 60
Pfdhps_F1 AACCTAAACGTGCTGTTCAA

Dhps Pfdhps_R1 AATTGTGTGATTTGTCCACAA 711 48
Pfdhfr_F1 ~ATGATGGAACAAGTCTGCGAC

Dhfr Pfdhfr_R1 ~ ACATTTTATTATTCGTTTTC 700 61
Pfmdrl_F1 CCGTTTAAATGTTTACCTGCAC

Mdrl Pfmdrl_R1 TGGGGTATTGATTCGTTGCAC 799 57

3.3.4 PCR para la amplificacion del gen Pfk13

La amplificacion se realizé por PCR anidada, en dos rondas: para el master
mix de la primera PCR, se emple6é 3 pL PCR buffer, 1,2 mM MgClz, 0,2 mM de
desoxinucleotido trifosfato (dNTPs), 1,5 upL con los primers PfK13 F1
(5’GCAAATAGTATCTCGAAT-3) y PfK13 R1 (5’
CTGGGAACTAATAATAAAGAT-3’), 0,2 pL de Taq polymerase (Invitrogen), 4
puL ADN y se completd con agua de biologia molecular hasta una reaccién final de
30 pL (Anexo 4). El termociclador (SimpliAmp Applied Biosystems A24811) se
configurd con una etapa inicial de desnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos,

seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 98 °C durante 10 segundos, hibridacion
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de los oligonucle6tidos a 46°C durante 30 segundos, y extension a 68 °C durante 2

minutos, concluyendo con una etapa de extension final a 68 °C durante 10 min.

Con el objetivo de aumentar la cantidad del producto amplificado en la
primera reaccion, se llevo a cabo una segunda ronda, para ello el master mix se
preparo utilizando los primers Pfk13 F2. 5’- GATAAACAAGGAAGAATATTCT-
3’y Pfk13 R2 5’-CGGAATCTAATGTTATGTTCA-3’, con las mismas
concentraciones de la primera reaccion y con 4 pL del producto de la primera
reaccién. La etapa inicial de desnaturalizacion se llevo a cabo a 94 °C durante 5
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos,
hibridacién de los cebadores a 54°C durante 30 segundos, y extension a 68 °C
durante 10 minutos. Finalmente, una extension final de 68 °C durante 10 minutos,
siguiendo el procedimiento como describe Chenet et al., 2016. Todos los productos

de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

3.3.5 PCR para la amplificacion del gen Pfcrt

El master mix de la PCR se prepar6 utilizando 6 pL buffer PCR, 0.8 uL de
MgCl,, 0.16 pL de desoxinucledtido trifosfato (ANTPs), 1 uL de los primers
Pfcrt_F1(5-AGCAAAAATGACGAGCGTTATAG-3) y Pfcrt_R1(5'-
ATTGGTAGGTGGAATAGATTCTC-3"), 0,2 pL de la enzima Tag polimerasa, 4
puL de ADN vy se complet6 el volumen con agua de biologia molecular hasta una

reaccion final de 30 pL (Anexo 5).

Las condiciones de amplificacién para este ensayo se llevaron a cabo en el
termociclador (SimpliAmp Applied Biosystems A24811), el ciclaje constd de una
fase inicial de desnaturalizacion a 98 °C durante 4 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos, con una hibridacion a 60°C por 1
minuto, y extension a 68 °C durante 2 minutos. Finalmente, con una extension final
a 68 °C durante 10 minutos, siguiendo las condiciones del protocolo estandarizado
y modificado por la CDC y Chenet et al., 2016.
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3.3.6 PCR para la amplificacion del gen Pfdhps

El ADN se amplificé mediante PCR, el volumen de reaccion contenia 30 pL,
compuesto por 4 pL ADN, 3 puL PCR buffer,1,2 pL de MgCly, 0,24 pL de
desoxinucle6tido trifosfato (dNTPs), 1,5 puL de los primers Pfdhps F1 (5°-
AACCTAAACGTGCTGTTCAA-3’) y Pfdhps R1 (5-
AATTGTGTGATTTGTCCACAA-3), 0,2 pL de la enzima Taq polimerasa y agua

de biologia molecular (Anexo 6).

Las condiciones de perfil de temperatura para este ensayo, consistieron en
una fase inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, con una hibridacién de los
oligonucledtidos a 50°C durante 1 minuto, y una extensién a 68 °C durante 2
minutos. Posteriormente, se llevo a cabo una extensién final a 68 °C por 10 minutos,
siguiendo las condiciones del protocolo estandarizado y modificado por la CDC y
Chenet et al., 2016.

3.3.7 PCR para la amplificacion del gen Pfdhfr

La amplificacion por PCR, se realizd siguiendo un procedimiento de
amplificacion, con un volumen de reaccidn que contenia 30 puL, compuesto por 4 puL
ADN, con 3 uL PCR buffer, 1,2 pL de MgCl», 0,24 pL de desoxinucle6tido trifosfato
(dNTPs), 1.5 pL de los primers para Pfdhfr F1(5°-
ATGATGGAACAAGTCTGCGAC-3’) y Pfdhfr_R1
(5’ACATTTTATTATTCGTTTTC-3"), 0,2 pL de la enzima Taq polimerasa y se
completo con agua de biologia molecular (Anexo 7).

Las condiciones de perfil de temperatura para este ensayo, consistieron en
una fase inicial de desnaturalizacion a 98 °C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 98 °C por 30 segundos, con una hibridacion de los
oligonucle6tidos a 58°C durante 1 minuto, y una extension a 68 °C durante 2
minutos. Posteriormente, se llevo a cabo una extensién final a 68 °C por 10 minutos,
siguiendo las condiciones del protocolo estandarizado y modificado por la CDC y
Chenet et al., 2016.

37



3.3.8 PCR para la amplificacion del gen Pfmdrl

El ADN genomico de P. falciparum fue amplificado por PCR, de acuerdo el
protocolo establecido por CDC se utilizé 4 uL de ADN, 3 uL buffer PCR, 1,2 pL de
MgCly, 0,24 pL de desoxinucledtido trifosfato (dNTPs), 1,5 puL de los primers
Pfmdrl F1(5’-CCGTTTAAATGTTTACCTGCAC-3’) y Pfmdrl R1(5’-
TGGGGTATTGATTCGTTGCAC-3’), 0,2 pL de la enzima Taq polimerasa y agua

de biologia molecular, el volumen final fue de 30 uL (Anexo 8).

Las condiciones de perfil de temperatura para este ensayo consistieron en una
fase inicial de desnaturalizacion a 98 °C durante 4 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 98 °C por 30 segundos, con una hibridacion de los
oligonuclettidos a 58°C durante 1 minuto, y una extension a 68 °C durante 2
minutos. Posteriormente, se llevo a cabo una extensién final a 68 °C por 10 minutos.

Segun el protocolo estandarizado y modificado por la CDC y Chenet et al., 2016.

3.3.9. Electroforesis

3.3.9.1. Preparacion del gel de agarosa
Los productos obtenidos de la PCR, se revelaron mediante la electroforesis
en geles de agarosa al 2 %. Para la preparacion del gel se utilizé 1,5 g de agarosa en
75 mL de buffer TAE (Tris acetato EDTA) 1X, esta solucion se homogenizd en un
frasco de vidrio de 250 mL, luego se calentd en el microondas durante 2 minutos. Se
dejo enfriar a temperatura ambiente por 30 segundo y se afiadio 8 pL de
SafeViewTM. Finalmente, el contenido se dispenso en la cubeta de electroforesis,

donde se llevo a cabo el proceso de gelificacion (Anexo 9).

3.3.9.2. Carga de los productos obtenidos de la PCR en el gel de agarosa
En el proceso de la amplificacion se emplearon 10 pL de los productos
generados por la PCR, estos se mezclaron con 2,5 uL de buffer DNA Loading Dye
(ABMTM, Applied Biological Materials Inc, Canada), para luego ser cargado en

cada pocillo del gel de agarosa. Se utiliz6 6 uL del marcador de peso molecular de
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100pb (Invitrogen, 15628019) y se llevé a la camara de electroforesis, la cual
contenia buffer TAE (Tris acetato EDTA) 1X, durante 40 min a 90 voltios.
3.3.9.3. Visualizacién del gel
Los geles fueron expuestos a UV en un fotodocumentador omniDOC
(Cleaver Scientific), para la visualizacion de bandas y las imagenes se registraron en

el software del mismo equipo.

3.3.10. Purificacion del amplicon
El producto de la amplificacion, fue purificado utilizando el kit Exo-CIP™
de New England Biolabs, siguiendo el protocolo estandarizado por el fabricante

(Anexo 10), esto con la finalidad de eliminar los excesos de dNTPs y otros reactivos

que pueden interferir en el proceso del secuenciamiento.

3.3.11. Secuenciamiento Sanger por electroforesis capilar del ADN de los genes

Pfk13, Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps y Pfmdrl.

Se realizo el proceso de secuenciacion en el Analizador Genético ABI 3500
(Applied Biosystems) que permite analizar el DNA basado en fluorescencia,
utilizando la tecnologia de la electroforesis capilar. Se secuenciaron 30 muestras para
cada uno de los genes: Pfk13 (700pb), Pfcrt (559 pb), Pfdhfr (700pb), Pfdhps (711pb)
y Pfmdrl (799pb). El producto purificado fue sometido a secuenciacion, utilizando
el kit Big Dye terminator v3.1 cycle (Applied Biosystems, Foster City, CA) y se
utilizaron los mismos cebadores de las reacciones de PCR a una concentracion de
1uM.

Cada una de las regiones de interés de los genes fue secuenciada en el
Analizador genético 3500 (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo
estandarizado por parte del IET-UNTRM:

a) En una placa de 96 pocillos se afiadié 1 uL del producto purificado, luego se
afiadio 2 pL de EDTA (0.125M) junto con 2 pL de acetato (1M) y 30 pL de
Etanol al 100% frio. Posteriormente, se mezclo por pipeteo y la placa se sello
con un film.

b) La placa sellada se cubrié con papel aluminio, se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 minutos y se realiz6 un spin a 3200 rpm por 30 min a 20° C.

c) Se retiro el sello de la placa y se envolvio en papel toalla con la finalidad de

invertir la placa, para luego realizar un spin a 1000 rpm por 5 minutos.
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d) Se anadi6 30 pL de Etanol (70% frio) previamente frio, se mezcld y se sello
nuevamente la placa, para realizar un spin a 3200 rpm por 15 min a 20 °C.

e) Posteriormente, se retird nuevamente el sello, se envolvio la placa con papel
toalla, se invirtid y se realiz6 un spin a 1000 rpm por 5 min.

f) La placa se expuso a temperatura ambiente por 30 min y se cubrié con papel
aluminio.

g) Finalmente, se agregd 10 uL HiDi (Formamide) a cada pocillo de la placa y se
selld, para luego ser sometida a una centrifugacion a 1000 rpm por 1 min.

h) Luego se aplico shock térmico a la placa, llevando la misma al termociclador a
95 °C por 5 min e inmediatamente después a hielo por 3 min, hasta ser llevado al
secuenciador automatico Analizador genético 3500 (Applied Biosystems).

i) Las secuencias fueron descargadas en formato ABI para su posterior analisis y
alineamiento, mediante programa software Geneious prime (Molecular Biology
and Sequence Analysis).

4. Aspectos éticos
Se solicit6 autorizacion mediante oficio al Instituto de Enfermedades Tropicales de
la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza, Amazonas (IET-UNTRM). Para
el desarrollo del presente trabajo de investigacion, se respetd la confidencialidad de la
informacion de los usuarios afectados y solo de uso con fines académicos y cientificos
(Anexo 11). Cuenta con comité de ética aprobado CIEI-N° 015 por el proyecto de
investigacion titulado “Vigilancia gendmica de Plasmodium y su impacto en el control de
la malaria en comunidades nativas de la region Condorcanqui, Amazonas-MALARIA” con
contrato N° PE501078584-2022-PROCIENCIA.

5. Analisis y procesamiento de datos

Para el andlisis descriptivo de las variables epidemiolodgicas se utilizaron herramientas
de frecuencias absolutas y frecuencias relativas. Los resultados de la secuenciacion
obtenidas por el Analizador Genético ABI 3500 (Applied Biosystems), se analizaron y
alinearon en el software Geneious prime V2022.2.1 (Molecular Biology and Sequence
Analysis), estos fueron comparados con la secuencia de referencia 3D7 para cada uno de los
genes: PF3D7_1343700K13, PF3D7_0709000CRT, PF3D7_0810800DHPS,
PF3D7_0417200 DHFR y PF3D7_0523000 MDRL1. Las secuencias de referencias (Anexo
12) se obtuvieron de la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI).
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. RESULTADOS
1. Caracterizacion epidemioldgica de las muestras analizadas de P. falciparum
Durante el periodo 2019 al 2022 se evaluaron 30 muestras positivas a P. falciparum de
pacientes provenientes de comunidades nativas de la provincia de Condorcanqui las mismas
que fueron diagnosticadas por microscopia optica y confirmadas por PCR en tiempo real.
Siendo el sexo femenino el mas afectado con 56,6 % al igual que la edad entre 30 a 59 afios
(Tabla 4).
Tabla 4
Caracteristicas de las muestras positivos de P. falciparum (n=30) en el distrito del Rio

Santiago, Condorcanqgui, Amazonas 2022

Caracteristicas n=30 %

Sexo

Masculino 13 43,4

Femenino 17 56,6
Grupo de edad

1 a5 afios 3 10

6 a 11 afios 4 13,3

12 a 17 afios 4 13,3

18 a 29 afios 8 26,7

30 a 59 afios 9 30

> 60 2 6,7
Comunidades nativas

Chapiza (CH) 14 46,6

Alianza progreso (AP) 11 36,8

Ayambis (AY) 4 13,3

Palometa (PA) 1 3,3
Afios de coleccion de muestras

2019 4 13,3

2020 13 43,4

2021 4 13,3

2022 9 30

Las 30 muestras brindadas por la Direccion Regional de Salud Amazonas, fueron
identificadas por microscopia positiva a P. falciparum y fueron confirmadas mediante PCR

en tiempo real con un ciclo umbral (Ct) menor a 39 (Tabla 5y Figura 1).
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Tabla 5
Identificacion de P. falciparum por microscopia y PCR tiempo real en comunidades de Rio

Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

Identificacion de P. falciparum

MUESTRA Microscopia Ct-PCR Resultados
AY108 P. falciparum (++) 23,59 P. falciparum
AY119 P. falciparum (++; 5Fg) 30,97 P. falciparum
AY125 P. falciparum (++) 28,14 P. falciparum
AY209 P. falciparum (8F) 24,51 P. falciparum
PSCHO004 P. falciparum (+F) 23,02 P. falciparum
PSCHO006 P. falciparum (+F) 23,09 P. falciparum
PSCHO007 P. falciparum (+F) 23,68 P. falciparum
PSCHO008 P. falciparum (+F) 21,91 P. falciparum
PSCHO009 P. falciparum (+F) 29,03 P. falciparum
PSCHO11 P. falciparum (+F) 24,32 P. falciparum
PSCHO012 P. falciparum (+F) 27,71 P. falciparum
PSCHO014 P. falciparum (+F) 23,35 P. falciparum
PSCHO15 P. falciparum (+F) 27,77 P. falciparum
PSCHO016 P. falciparum (+F) 27,35 P. falciparum
PSCHO017 P. falciparum (+F) 26,09 P. falciparum
PSCHO018 P. falciparum (+F) 27,38 P. falciparum
PSCHO020 P. falciparum (+F) 24,46 P. falciparum
APO001 P. falciparum (+F) 27,66 P. falciparum
AP002 P. falciparum (+F; +/2Fg) 26,49 P. falciparum
PA21-11 P. falciparum (+F) 27,47 P. falciparum
AP21-19 P. falciparum (+F) 23,59 P. falciparum
AP2-3 P. falciparum (+F; +/2Fg) 29,54 P. falciparum
AP28-3 P. falciparum (+/2Fg) 27,64 P. falciparum
AP22-218 P. falciparum (+/2F; +Fg) 27,71 P. falciparum
AP22-219 P. falciparum (+F) 28,45 P. falciparum
AP22-221 P. falciparum (++) 29,47 P. falciparum
PSCH22-222 P. falciparum (++F; +Fg) 31,92 P. falciparum
AP22-223 P. falciparum (+++) 29,31 P. falciparum
AP22-224 P. falciparum (+F) 22,75 P. falciparum
AP22-225 P. falciparum (+/2F; +/2Fg) 28,54 P. falciparum
3D7 (Cepa) - 27,1 P. falciparum
SAL1(Cepa) - 29,32 P. vivax
Control reactivo - - Indeterminado
Control extraccion - - Indeterminado

Fg: gametocitos de P. falciparum, +/2: 40-60 parasitos en 100 campos, +F: 1 parésito por campo,

++F: 2-20 parasito por campo, +++F: 21-200 parésito por campo.
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Figura 1
Curvas de amplificacion y valores de Ct por PCR en tiempo real, se muestra la
identificacion de P. falciparum de comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui,

Amazonas 2022
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2. Amplificacién y visualizacion de Pfk13, Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps y Pfmdrl de P.
falciparum por PCR anidada y convencional.
En todas las amplificaciones se utilizaron como control positivo la cepa de referencia
3D7 de P. falciparum, control negativo (CN) y control de reactivo (CR). Se amplificaron
con éxito las 30 muestras de P. falciparum colectadas entre el 2019 al 2022.
Para el caso del gen Pfk13 la amplificacion del producto obtenido por PCR anidada
permitio obtener con éxito el producto de 700 pb. Sin embargo, se emple6 PCR
convencional para el resto de genes en estudio, obteniéndose como productos de 559 pb
para Pfcrt, 700 pb para Pfdhfr, 711 pb para Pfdhps y para el gen Pfmdrl, se generd
producto de 799 pb (Figura 2).
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Figura 2

Electroforesis de la amplificacion por PCR de los genes Pfk13, Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps y Pfmdrl de P. falciparum de comunidades de Rio Santiago,
Condorcanqui, Amazonas 2022
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Productos de amplificacion de genes: a) 700 pb de Pfk13; b) 559 pb de Pfcrt; c) 700 pb de Pfdhfr; d) 711 pb de Pfdhps y e) 799 de Pfmdrl. L: Ladder 100 pb, Muestras: 1 -30,
CP: Control Positivo 3D7 y CR: Control de Reactivo.
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3. Secuenciamiento por Sanger de genes asociados a resistencia en P. falciparum:
Pfk13, Pfcrt, Pfdhfr, Pfdhps y Pfmdrl.
Después de la amplificacion del producto obtenido por PCR anidada para el gen Pfk13 'y
PCR convencional para el resto de genes, se realiz6 la purificacion y secuenciamiento

Sanger por electroforesis capilar, que se detalla a continuacion:

a. ldentificacion de mutaciones mediante el analisis de secuenciacion de ADN en
el gen Pfk13

El andlisis del secuenciamiento en el dominio de la hélice del gen Pfk13,
mostro la presencia de alelos silvestres en los codones: P441, F446, N458, M476l,
Y493, R539, 1543, P553, R561, V568, P574, C580 y A675, en los que no hubo
cambio de sus aminoacidos (Tabla 6). EI 100% de las muestras de este estudio
presento el genotipo PFNMYRIPRVPCA.

El analisis bioinformético comparativo del alineamiento de secuencias
(mediante el software Geneious prime) con la secuencia referencia 3D7, mostrd
codones conservados para las 30 muestras analizadas. En las Figura 3 y 4 se muestran
las posiciones 441, 446, 458, 4761, 493, 539, 543, 553, 561, 568, 574, 580 y 675

manteniendo el genotipo en estado salvaje.
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Tabla 6

Ausencia de mutaciones del gen K13 de P. falciparum asociado con resistencia a

artemisinina de comunidades de distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

SNPs del gen Pfk13

N° 1D muestras  Afios 441 446 458 476 493 539 543 553 561 568 574 580 675 Resultado
PIL EN N/ ML YT R/ T PIL R/ VI PIL cl A
Y- -V H T H G Y \%

1 AY108 2019 P F N M Y R | P R \% P C A WT
2 AY119 2019 P F M Y R | P R \Y P C A WT
3 AY125 2019 P F N M Y R | P R \% P C A WT
4 AY209 2019 P F N M Y R | P R \% P C A WT
5 PSCH004 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
6 PSCH006 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
7 PSCH007 2020 P F N M Y R | P R \% P C A WT
8 PSCH008 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
9 PSCH009 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
10 PSCHO011 2020 P F N M Y R | P R \% P C A WT
11 PSCHO012 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
12 PSCH014 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
13 PSCHO015 2020 P F N M Y R | P R \% P C A WT
14 PSCHO16 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
15 PSCHO17 2020 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
16 PSCHO018 2020 P F N M Y R | P R \% P C A WT
17 PSCH020 2020 P F N M Y R | P R \% P C A WT
18 AP001 2021 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
19 AP002 2021 P F N M Y R | P R \% P C A WT
20 PA21-11 2021 P F N M Y R | P R \% P C A WT
21 AP21-19 2021 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
22 AP2-3 2022 P F N M Y R | P R \% P C A WT
23 AP28-3 2022 P F N M Y R | P R \% P C A WT
24 AP22-218 2022 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
25 AP22-219 2022 P F N M Y R | P R \% P C A WT
26 AP22-221 2022 P F N M Y R | P R \% P C A WT
27  PSCH22-222 2022 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
28 AP22-223 2022 P F N M Y R | P R \Y P C A WT
29 AP22-224 2022 P F N M Y R | P R \% P C A WT
30 AP22-225 2022 P F N M Y R | P R \Y P C A WT.

El 100% de las muestras presenta el genotipo PFNMYRIPRVPCA.

Aminoéacidos: P: prolina, L: leucina, F: fenilalanina, I: isoleucina, N: asparagina, Y: tirosina, M: metionina, V: valina,
H: histidina, R: arginina, T: treonina, G: glicina, C: cisteina, A: alanina, N: nimero de muestras, WT: Wild type (alelos

silvestres).

46



Figura 3

Alineamiento multiple de secuencias de nucledtidos del gen Pfk13 de P. falciparum en los codones 441,446,458,476,493,539 y 543 en estado

salvaje de comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022
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Figura 4

Alineamiento multiple de secuencias de nucleotidos del gen Pfk13 de P. falciparum en las posiciones 553,561,568,574,580 y 675 en estado salvaje

de comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022
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b.

Identificacion de mutaciones mediante el analisis de secuenciacion de
ADN en el gen Pfcrt

La evaluacion del gen Pfcrt en las posiciones 72,73, 74, 75y 76, para
las 30 muestras, evidencié mutaciones en la posicion 72, donde la cisteina se
sustituye (C-TGT) por serina (S-TCT) y en la posicion 76, donde la lisina se
sustituye (K-AAA) por treonina (T-ACA); mientras que en las posiciones 73,
74y 75 no se observaron mutaciones. El 100% de las muestras presentaron
el genotipo SVMNT (las letras subrayadas indican mutaciones), estan
asociados a la resistencia a CQ (Tabla 7).

El alineamiento multiple de secuencias de nucleétidos del gen Pfcrt
indica mutaciones en los codones 72S 'y 76T de TGT y AAA salvaje cambio
a TCT y ACA, sin embargo, en la posicion 74 y 75 presentaban el genotipo

salvaje (Figura 5).
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Tabla7

Mutaciones en el gen Pfcrt, asociados con resistencia a cloroquina de P. falciparum de

comunidades de Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

SNPs del gen Pfcrt

ID 72 73 74 75 76
N° Afos Resultado
Muestras C/s \% M/ N/E KIT

1 AY108 2019 S \Y M N T Alelo mutante
2 AY119 2019 S \Y M N T Alelo mutante
3 AY125 2019 S \% M N T Alelo mutante
4 AY209 2019 S \ M N T Alelo mutante
5 PSCH004 2020 S \% M N T Alelo mutante
6 PSCHO006 2020 S \% M N T Alelo mutante
7 PSCHO007 2020 S \% M N T Alelo mutante
8 PSCHO008 2020 S \% M N T Alelo mutante
9 PSCHO009 2020 S \Y M N T Alelo mutante
10 PSCHO011 2020 S \ M N T Alelo mutante
11 PSCHO012 2020 S \ M N T Alelo mutante
12 PSCHO014 2020 S \ M N T Alelo mutante
13 PSCHO015 2020 S \% M N T Alelo mutante
14 PSCHO016 2020 S \% M N T Alelo mutante
15 PSCHO017 2020 S \% M N T Alelo mutante
16 PSCHO018 2020 S \ M N T Alelo mutante
17 PSCHO020 2020 S \ M N T Alelo mutante
18 AP001 2021 S \Y M N T Alelo mutante
19 AP002 2021 S \Y M N T Alelo mutante
20 PA21-11 2021 S \% M N T Alelo mutante
21 AP21-19 2021 S \% M N T Alelo mutante
22 AP2-3 2022 S \Y M N T Alelo mutante
23 AP28-3 2022 S \Y M N T Alelo mutante
24 AP22-218 2022 S \ M N T Alelo mutante
25 AP22-219 2022 S \ M N T Alelo mutante
26 AP22-221 2022 S \ M N T Alelo mutante
27 PSCH22-222 2022 S \ M N T Alelo mutante
28 AP22-223 2022 S \ M N T Alelo mutante
29 AP22-224 2022 S \ M N T Alelo mutante
30 AP22-225 2022 S \ M N T Alelo mutante

El 100% de las muestras presenta el genotipo SVMNT.

Aminoécidos: C: cisteina, S: serina, M: metionina, I: isoleucina, N: asparagina, E: glutamico,
T: treonina, K: lisina, N° nlimero de muestras. En negrita estan los alelos de tipo mutante.
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Figura 5

Alineamiento multiple de secuencias de nucle6tidos y aminoacidos del gen Pfcrt indicando mutaciones en los codones 72S,76T y los codones

M74, N75 presentaron genotipos salvajes de P. falciparum de comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022
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C.

Identificacion de mutaciones mediante el analisis de secuenciacion de
ADN en el gen Pfdhfr y Pfdhps

En el gen Pfdhfr se evidencié que el 100% de los aislamientos
presentaron mutaciones en las posiciones 16, 50 y 51, con cambio en el codén
de valina (V-GTA) a alanina (A-GCA) en la posicién 16, cisteina (C-TGT) a
arginina (R-CGT) en la posicién 50 y asparagina (N-AAT) a isoleucina (I-
ATT) en la posicion 51 indicando resistencia asociada a pirimetamina. Las
posiciones 59, 108 y 164 no presentaron mutaciones (Tabla 8).

El analisis y alineamiento de las secuencias se visualizan en la Figura
6, donde los codones 16, 50 y 51 salvajes GTA, TGT y AAT cambio a GCA,
CGT y ATT no se detect6 mutacion en la posicion 59,108 y 164.

Para el gen Pfdhps, también se evidencié 100 % de las muestras
presentaron mutaciones en las posiciones 540 y 581 donde hubo cambio en
unos de los codones de lisina (K-AAA) a glutamato (E-GAA) y alanina (A-
GCG) a glicina (G-GGG), respectivamente. Estos genotipos encontrados
estan asociados con la resistencia a sulfadoxina. Las posiciones 436,437 y
613 no presentaron mutaciones (Tabla 8). EI 100 % de las muestras
presentaron los genotipos ARICSI (las letras subrayadas indican mutaciones)

para el gen Pfdhfr y SAEGA para el gen Pfdhps.

El andlisis y alineamiento de las secuencias del gen Pfdhps se visualiza
en la Figura 7 donde el codon 540 salvaje AAA cambio a GAA y 581 salvaje
GCG cambio a GGG, sin embargo, en las posiciones 436,437 y 613 no se

detect6 mutaciones.
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Tabla 8

Mutaciones en el gen Pfdhps y Pfdhfr de P. falciparum asociados con resistencia a

sulfadoxina y pirimetamina de comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui,

Amazonas durante 2022

SNPs del gen Pfdhfr

SNPs del gen Pfdhps

ID 16 50 51 59 108 164 436 437 540 581 613

N Muestras Afos x/ CR:/ :\U (Fi/ SIN I/L IS:/A_ g/ K/E é/ A/S-T  Resultado

1 AY108 2009 A R I C S | S A E G A Alelo mutante
2 AY119 2009 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
3 AY125 2009 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
4 AY209 2009 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
5 PSCHO004 2020 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
6 PSCHO006 20200 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
7 PSCHO007 2020 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
8 PSCHO008 20200 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
9 PSCHO009 2020 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
10 PSCHO11 20200 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
11  PSCHO012 2000 A R 1 C S | S A E G A Alelo mutante
12 PSCHO014 20200 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
13 PSCHO015 2000 A R 1 C S | S A E G A Alelo mutante
14  PSCHO016 20200 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
15 PSCHO017 2000 A R 1 C S | S A E G A Alelo mutante
16 PSCHO018 20200 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
17 PSCHO020 2000 A R 1 C S | S A E G A Alelo mutante
18  AP001 2021 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
19  AP002 2021 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
20 PA21-11 2021 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
21  AP21-19 2021 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
22 AP2-3 2022 A R 1| c S | S A E G A Alelo mutante
23 AP28-3 2022 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
24  AP22-218 2022 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
25  AP22-219 2022 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
26  AP22-221 2022 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
27 PSCH22-222 2022 A R 1 C S | S A E G A Alelo mutante
28  AP22-223 2022 A R 1 c S | S A E G A Alelo mutante
29  AP22-224 2022 A R | c S | S A E G A Alelo mutante
30 AP22-225 2022 A R 1 ¢C S | S A E G A Alelo mutante

El 100% de las muestras presenta el genotipo ARICSI en el gen Pf dhfr y SAEGA en el gen Pfdhps
Aminoacidos: V: valina, A: alanina, C: cisteina, R: arginina, N: asparagina, I: isoleucina, S: serina, F: fenilalanina, G:

glicina, K: lisina, E: glutdmico, T: treonina, N: nimero de muestras. En negrita estan los alelos de tipo mutante.
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Figura 6

Alineamiento multiple de secuencias del gen Pfdhfr de P. falciparum con mutaciones en los codones 16A, 50R,511 y en los codones C59,5108,

1164 presentaron genotipos salvajes en comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas durante 2022
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Figura7

Alineamiento multiple de secuencias del gen Pfdhps de P. falciparum con mutacién en el codon 540E,581G y genotipos sensibles en el coddén

5436, A437, A613 en comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022
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d. ldentificacion de mutaciones por secuenciamiento de ADN del gen

Pfmdrl
Se observo 100% de las muestras presentaron mutaciones en la posicion 184,
donde presentaron una sustitucion de tirosina (Y-TAT) a fenilalanina (F-
TTT), mientras que en la posicion 84 mostraron genotipo salvaje (Tabla 9).
El 100 % de las muestras presentaron los genotipos NF (la letra subrayada
indica mutacion). En la figura 8 se observa el analisis y alineamiento de las
secuencias, donde la posicion 184 salvaje TAT cambioa TTT.

Tabla 9

Mutaciones del gen Pfmdrl de P. falciparum asociado a resistencia de mefloquina y

cloroquina en comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

SNPs del gen Pfmdrl

NO ' Afios 86 184
Muestras N/Y YIF Resultado

1 AY108 2019 N F Alelo mutante
2 AY119 2019 N F Alelo mutante
3 AY125 2019 N F Alelo mutante
4 AY209 2019 N F Alelo mutante
5 PSCHO004 2020 N F Alelo mutante
6 PSCHO006 2020 N F Alelo mutante
7 PSCHO007 2020 N F Alelo mutante
8 PSCHO008 2020 N F Alelo mutante
9 PSCHO009 2020 N F Alelo mutante
10 PSCHO011 2020 N F Alelo mutante
11 PSCH012 2020 N F Alelo mutante
12 PSCHO014 2020 N F Alelo mutante
13 PSCHO015 2020 N F Alelo mutante
14 PSCHO016 2020 N F Alelo mutante
15 PSCHO017 2020 N F Alelo mutante
16 PSCHO018 2020 N F Alelo mutante
17 PSCH020 2020 N F Alelo mutante
18 AP001 2021 N F Alelo mutante
19 AP002 2021 N F Alelo mutante
20 PA21-11 2021 N F Alelo mutante
21 AP21-19 2021 N F Alelo mutante
22 AP2-3 2022 N F Alelo mutante
23 AP28-3 2022 N F Alelo mutante
24 AP22-218 2022 N F Alelo mutante
25 AP22-219 2022 N F Alelo mutante
26 AP22-221 2022 N F Alelo mutante
27 PSCH22-222 2022 N F Alelo mutante
28 AP22-223 2022 N F Alelo mutante
29 AP22-224 2022 N F Alelo mutante
30 AP22-225 2022 N F Alelo mutante

El 100% de las muestras presenta el genotipo NF.

Aminoécidos: N: asparagina, Y: tirosina, S: serina, F: fenilalanina, N°: nimero de muestras. En negrita estan los alelos de tipo mutante.
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Figure 8

Alineamiento multiple del gen Pfmdrl de P. falciparum con mutacion en el codon 184F y el genotipo sensible en el codon N86 en muestras de

comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022
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Los genotipos encontrados en este estudio fueron: Para el gen Pfcrt se observo en la mayoria
de las muestras el genotipo SVMNT (las letras negritas indica mutacién), en el gen Pfdhfr y
Pfdhps, presentaron los genotipos ARICSI y SAEGA para todas las muestras; respectivamente.
Para el gen Pfmdr1 solo se encontr6 un genotipo mutante NF, estos genotipos son mas comunes
encontrado en 1999, 2006, 2007 y 2022 en la Amazonia peruana. Sin embargo, presentaron el
mismo genotipo sensible PFNMYRIPRVPCA para el gen Pfk13.

Estos resultados se pueden visualizar en la tabla 4, sobre el genotipo circulante de P. falciparum

asociada a la resistencia a los antimalaricos en el Peru.

Tabla 10
Genotipos circulantes de P. falciparum asociada a resistencia a los antimalaricos en

muestras de comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

Genes Pfert Pfdhps Pfdhfr Pfmdrl

Posiciones C72S V73 M741 N75E K76T  S436A A437G KB540E A581G A613S  VI6A C50R N511 C59R S108N 1164L N86Y Y184F

3D7
(Cepa C \Y M N K S A K A A \Y C N C S | N Y
salvaje)
Amazonas
2019-2022 S \Y M N T S A E G A A R | C S | N F

Aminoécidos: C: cisteina, S: serina, V: valina, M: metionina, I: isoleucina, N: asparagina, E: glutamico, T: treonina, K: lisina,
A: alanina, R: arginina, I: isoleucina, F: fenilalanina, G: glicina, L: leucina, Y: tirosina. En negrita estan los alelos de tipo
mutante.
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IV. DISCUSION

La resistencia a los farmacos antipaltdicos continda dificultando la eliminacion y
control efectivo de la malaria en la mayoria de paises endémicos, por lo tanto, es
imprescindible llevar a cabo una vigilancia periodica de P. falciparum a fin de evaluar la
efectividad del tratamiento; asi como también, evaluar las mutaciones en genes relacionados

a resistencia a la artemisinina, cloroquina, sulfadoxina, pirimetamina y mefloquina.

En el estudio, todas las muestras analizadas para el gen Pfcrt presentaron mutacion
C72S y K76T fuertemente relacionada a resistencia a cloroquina. Similares resultados
informaron Arrospide et al., 2014 en Esmeralda y Machala, donde observaron presencia del
mutante K76 T por PCR-RFLP. También es consistente con el estudio en Colombia donde
genotiparon 257 muestras positivas para P. falciparum, determinando que la mayoria
presentaban mutantes dobles (75E y 76T) y triples (741, 75E y 76T) y ademas de un genotipo
sensible (Chenet, Taylor, Blair, Zuluaga y Escalante, 2015). Otra investigacion, en Ecuador,
mostrd la fijacion de haplotipos CVMNT, CVMET y SVMNT en Pfcrt resistente, donde
los genotipos circulaban en Colombia, Pert y Brasil, por lo que se sugieren que los parasitos
portadores de estos haplotipos, estuvieron circulando primero en Colombia, luego cruzaron

a Ecuador y posteriormente entraron a Per( (Valenzuela et al., 2019).

Por otro lado, en Guyana Francesa, los analisis el gen Pfcrt mostraron el haplotipo
SMNVT con mutacion del alelo 76T y un haplotipo C350R, sensible a la cloroquina, lo que
podria relacionarse a la reversion de la resistencia a este antimalarico. Aunque en este
estudio se mostrd resultados diferentes, podemos decir que, este alelo es una herramienta
adecuada para la caracterizacion de parasitos sensibles a la cloroquina (Pelleau et al., 2015).
Asi mismo, otro estudio realizado por secuenciacion de nueva generacion en 16 muestras,
mostrd la presencia del haplotipo SVMNT en cuatro muestras, concluyendo que tres de estas
muestras fueron casos importados de Africa y un caso local proveniente de la region de
Choluteca, Honduras (Valdivia et al., 2020).

En la Isla Gran Comora, tras la retirada de la cloroquina, se realizaron

investigaciones similares en un total de 207 muestras de aislados clinicos de P. falciparum;

en donde, se observo una reversion sustancial del fenotipo mutante a salvajes, indicando
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drasticamente que los aislados de P. falciparum sensibles a cloroquina (CQ) habian surgido

tras la retirada de este farmaco (Huang et al., 2016).

En muestras de paises africanos como Camerun, tras 15 afios después del cambio de
la politica de tratamiento de CQ a una combinacion basada en artemisinina, se observé una
alta prevalencia del genotipo de tipo salvaje Pfcrt K76, este hallazgo concuerda con estudios
anteriores que informaron de la circulacion de cepas sensibles a la cloroquina, esto plantea
que el retorno de la sensibilidad a la cloroquina puede no ser similar en todo el mundo,
posiblemente debido al diferente uso de drogas (Tuedom etal., 2021).Sin embargo, la
evaluacion de mutaciones en el gen Pfcrt, es esencial para monitorear cambios en el perfil
molecular que puede conducir a la reversion de la resistencia a la cloroquina después de la
suspension del farmaco como ocurrié en Malawi, donde un estudio de analisis de diversidad
de microsatélites que rodean al gen Pfcrt determinaron la susceptibilidad a CQ, que fue

causado por una expansion nuevamente de haplotipo wild type (Petersen et al., 2015).

Los analisis del gen Pfdhfr revelaron la ausencia del mutante en el genotipo C59R,
S108N/T y 1164L, pero elevada frecuencia de mutaciones en los genotipos A16V, C50R y
N511. En el gen Pfdhps, observaron alta frecuencia de mutantes en los codones K540E y
A581G. Estos hallazgos concuerdan con informes de Tumbes (Pert) donde pacientes
febriles acudian en busca de atencion médica donde encontraron el genotipo triple mutante
de Pfdhfr (50R, 511 y 108N) presente fuera del Per( por tanto el genotipo indicaria haber
sido introducido durante o después del periodo de transmisién de malaria del 2006
(Baldeviano et al., 2015). Por otro lado, en muestras de Loreto-Per(, estuvo presente un 98%
de mutaciones cuadruples asociados a resistencia SP (511/108N + 437G/540E) asociado con
fracaso de tratamiento, dicho linaje aumento en los casos de P. falciparum en el norte
peruano entre 2012 y 2014, asi como en Cusco en el 2013, este hallazgo sugiere que podria
haber sido introducido desde Brasil o Bolivia donde se describieron inicialmente (Villena et
al., 2022).

Un estudio realizado en tres sitios Centinela de Somalia, informaron alta frecuencia
de mutaciones triples N511/C59R/S108N y mutaciones dobles A437G/K540E, indicando
que la prevalencia de mutaciones aumenta debido a la presion farmacoldgica y al uso no

oficial como monoterapia de sulfadoxina-pirimetamina (Warsame et al., 2015). Por otro
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lado, al comparar los haplotipos encontrados en noroeste de Colombia, evidencia aparicion
lenta de mutaciones en Pfdhps y Pfdhfr, que podria explicarse debido al uso de diversos
regimenes de SP en combinacion con CQ o AQ, por el cual esto contrasta con lo que sucedid
en Brasil y la region amazdénica peruana, donde se utiliz6 principalmente la terapia con SP

y donde predominan parasitos con mutaciones dobles o triples (Guerras et al., 2022).

La frecuencia de genotipos en Pfmdrl, 86Y y 184F, se asocian con mayor resistencia
a Mefloquina (MQ), lumefantrina (LUM), cloroquina (CQ), quinina (QN) y amodiaquina
(AQ), asimismo se ha reportado estudios epidemioldgicos que investigan la prevalencia e
implicaciones de Pfmdrl en distintas partes del mundo, sefialando que estas mutaciones,
estan restringidas geograficamente y su distribucion varia de una regién a otra (Adamu et
al., 2020). En muestras de mujeres embarazadas y en nifios de lagos de Nigeria, se han
encontrado las mutaciones 86Y y 184F, dichos resultados coinciden con estudios en Gambia
y Kenia, donde los codones mutantes estan en relacion a la presion de amodiaquina
(Ikegbunam et al., 2019).

Ademas, se han realizado diferentes estudios que han identificado diversas
mutaciones en Pfmdrl, como el estudio Escobar et al., 2020, que informaron mutaciones
simples, triples y cuadruples en muestras de casos importados de Chile, como la mutacion
86Y y 1246Y, que son frecuentes en Africa, y que se ha relacionado a una disminucion en
la eficacia de cloroquina y amodiaquina, al mismo tiempo se ha evidencia un aumento de
sensibilidad a la lumefantrina, mefloquina y a las artemisininas. Otras investigaciones
sugieren que la resistencia a la cloroquina, que es mediada por mutaciones en el gen Pfcrt,
estd modulada por mutaciones en Pfmdr1, y sefialan que los alelos mutantes 86Y y 184F son

los mas destacados (Antony, Das, Parija y Padhi, 2016).

De acuerdo con la informacion disponible por trabajos ya publicados, en las muestras
analizadas en Centroamérica, Haiti y América del Sur, se ha observado la presencia del alelo
mutante 184F, dicha mutacion se cree que tiene un efecto limitado en ausencia de una
mutacion en el codon 86 (Valenzuela et al., 2019 y Veiga et al., 2016). Sin embargo, un
estudio publicado sobre las mutaciones de este gen, analizaron los codones
86,184,1034,1042 y 1246 en muestras de Honduras que coinciden con los resultados de este

estudio, mostraron alelos de tipo salvaje en las posiciones 86 y 1246, y alelos mutantes en
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184,1034 y 1042 (Fontecha et al., 2021). Asimismo, en estudio realizado en Punta Cana,
Republica Dominicana en seis pacientes infectados por P. falciparum, se encontraron

mutaciones solo en el codon 184 (Chenet et al.,2017).

En la actualidad el principal tratamiento contra la malaria por P. falciparum, es la
terapia combinada con artemisinina, que es un medicamento utilizado principalmente en
paises endémicos, se enfrenta a un desafio creciente debido a la resistencia emergente en
Africay Asia Tropical, esta resistencia plantea un problema significativo para el tratamiento
(YYasri y Wiwanitkit, 2021). En América del Sur se ha reportado la presencia de un genotipo
resistente C580Y en Pfk13 en Guyana (Chenet et al., 2016), este genotipo resistente ain no
se ha reportado en otros paises de Latinoamérica (Valenzuela et al, 2019). Otro estudio
reciente realizado en las cuencas del Amazonas Brasilefio, evalu6 los polimorfismos en el
dominio de la hélice del gen Pfk13, cuyos resultados demostraron que no se encontraron
evidencias de polimorfismos relacionados con la resistencia a la artemisinina, determinado
que sus resultados respaldan a seguir utilizando el uso de la terapia combinada basada en
artemisinina (ACT) en la region de Brasil (Inoue et al., 2018).

En paises de Ecuador, Colombia, Per0 e incluso la cuenca de la amazonia brasilefia,
han analizados las posiciones 476, 493, 539, 543 y 580 para el gen Pfk13, obteniendo como
resultados ausencia de mutaciones en el gen K13 y determinando asi el uso continuo del
tratamiento de ACT (Mathieu et al., 2020 y Gomes et al., 2018). Sin embargo, un estudio
reciente en el Perd, sobre secuenciacién altamente multiplexado (Pf AmpliSeq), basandose
en 13 genes que confieren resistencia a antimalaricos, incluyendo el analisis del Gen K13,
dio como resultado que en las muestras estudiadas habia polimorfismos de baja frecuencia
gue no se asocian a resistencia a artemisinina, lo que sugiere que la resistencia a la

artemisinina no ha estado presente en los ultimos afios (Kattenberg et al., 2023).

En general, las frecuencias de los genotipos mutantes en el Perd se ha encontrado
dos genotipos comunes desde el afio 1999 a 2022 para el gen Pfcrt, el genotipo CVMNT y
SVMNT (las letras negritas indica mutaciones) que se observado en Padre Cocha y
Caballococha en 1999, asi como en Iquitos en 2006-2007 (Bacon et al., 2009). Entre 2019
al 2022, ha presentado el genotipo SVMNT que confiere alta resistencia en P. falciparum

que ha alcanzado la fijacién en la Amazonia peruana, este hallazgo encontrado en Amazonas
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respalda a trabajos anteriores presentados en el Perd, Brasil, Ecuador y Colombia. A pesar
del continud uso de Cloroquina para tratar la infeccion causa por P. vivax en esta region,
hasta el momento se ha observado la fijacion de estos genotipos (Villena et al., 2022).

Los genotipos mutantes para Pfdhfr y Pfdhps, fueron CINL, CNNI, RINIy SGEGA
respectivamente, entre los afios 1999-2012, encontrados en Padre Cocha e Iquitos
presentando los mismos genotipos para todas las muestras (Bacon et al., 2009). Estos
genotipos RINI y SGEGA fueron reportados en Tumbes, aparentemente fue introducido en
el Pert durante o después del brote de la malaria en el pais, que fueron reportados por
primera vez en el afio 2006 (Baldeviano 2015). Sin embargo, entre el 2021-2022, se ha
reportado genotipos triples mutantes como ARICSI, VCICNI y SAEGA, SGEAA, en
muestras de Loreto, estas mutaciones se asocian con el fracaso del tratamiento, dichas
mutaciones aumento en los casos de P. falciparum en el norte peruano entre 2012 y 2014,
asi como en Cusco en el 2013, este hallazgo sugiere que podria haber sido introducido desde
Brasil o Bolivia donde se describieron inicialmente (Villenaet al., 2022). Para el gen Pfmdrl
implicado en la resistencia a MQ, los resultados de este estudio han demostrado la presencia
de un mismo genotipo mutante NF, estos resultados son muy similares a los genotipos
encontrados en Venezuela, en el sur de Bolivia y Brasil, estas mutaciones tienen origen
comun en Amazonas; sin embargo, se requiere datos adicionales a nivel de poblacion para

analizar el origen Unico de estos genotipos (Kattenberg et al., 2023).

Estos hallazgos estan en concordancia con los resultados obtenidos en el estudio
actual, lo cual nos brinda una perspectiva mas amplia sobre los paréasitos de P. falciparum
que circulan en las comunidades del distrito Rio Santiago, provincia de Condorcanqui, a
pesar de que no se detectaron mutaciones en el gen K 13 asociada a resistencia a la
artemisinina en las muestras analizadas, no se puede descartar la posibilidad de que otras
mutaciones relacionadas con la resistencia a este farmaco estan propagandose. Ademas, se
han llevado a cabo investigaciones a nivel de poblacion mediante el analisis de genomas y
transcriptomas, lo que ha permitido identificar diversas regiones genomicas y genes con
expresion diferencial que podrian estar relacionados con la resistencia a los derivados de la

artemisinina o a los farmacos asociados (Oberstaller et al., 2021).

Es de suma importancia monitorear adecuadamente el cumplimiento terapéutico de

los pacientes, dado que la aparente ineficacia de un medicamento puede derivar de un
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tratamiento incompleto. Ademas, el parasito posee una capacidad gendmica que le permite
adaptarse rapidamente, lo que puede dar lugar al resultado de resistencia relacionado a

medicamentos antimalaricos (Villena et al., 2022).

En Per0 se ha establecido, el Plan de eliminacion de la malaria con vigencia durante
el periodo 2022-2030, el cual tiene como meta llevar a cabo actividades destinadas a
eliminar la malaria mediante la implementacion de un plan que se centra en la participacion
comunitaria (MINSA, 2022). Por lo tanto, resulta importante implementar sistemas de
vigilancia en areas endémicas para detectar de forma temprana la resistencia a los
medicamentos, en este contexto, la comprension de la vigilancia molecular de los
antimaléaricos en P. falciparum proporciona informacion relevante para respaldar el
programa de la erradicacion de la malaria en Peru. Finalmente, este estudio evidencia la
importancia de las investigaciones moleculares como herramientas de vigilancia para el

control y erradicacién de la malaria en nuestro pais.
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V. CONCLUSIONES

La PCR en tiempo real permitio realizar la confirmacion molecular de manera
eficiente, verificando la presencia de P. falciparum en muestras provenientes de

comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022.

En las muestras obtenidas de las comunidades del distrito de Rio Santiago, se
evidencia la circulacion de P. falciparum con genotipo resistente a Cloroquina,

Sulfadoxina, Pirimetamina y Mefloguina, mas no a artemisinina.

Todas las muestras presentaron el mismo genotipo PFNMYRIPRVPCA para el gen
Pfk13, SVMNT para el gen Pfcrt, ARICSI en el gen Pfdhfr y SAEGA en el gen
Pfdhps y NF en el gen Pfmdr1, lo cual es consistente con una reciente introduccion

y posterior expansién clonal.
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1)

2)

3)

VI. RECOMENDACIONES

Incorporar la confirmacién molecular para muestras con baja densidad

parasitaria y/o pacientes asintomaticos.

Establecer la vigilancia molecular para resistencia a antimalaricos, con el fin

de mitigar el riesgo de infeccidn por P. falciparum resistente.

Ampliar investigaciones de secuenciamiento con una mayor cantidad de
muestras para identificar posibles apariciones de resistencia a medicamentos
antimaléricos en las diferentes especies de Plasmodium spp. en la region

Amazonas.
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ANEXO 1

Fase experimental de la caracterizacion molecular de P. falciparum en muestras las comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui,

Amazonas 2022

5 e
| H
Y T H
> / -
— (M) — % ®
¥ LS .
Muestras: Extraccion de ADN PCR en tiempo real, segan (+) P. falciparum
* Sangre Total Rougemont M., et al. (2004)
e Sangre en Papel Filtro l

PCR para cada uno de

Analisis Bioinformatico de
los genes (PfK13, Pfcrt, Secuenciacidon de Sanger por Electroforesis los genes, segin Chenet
S., et al (2016)

Pidhfr, Pfdhpsy Pfmdr1) electroforesis capilar
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ANEXO 2

Lisis, unién del ADN, lavado y elusion de ADN en muestras de sangre en papel y sangre total, mediante el kit comercial Invitrogen

Lisis

~ |1SS)
J =]

Muestras: sangre
en papel y sangre
total

Kit de extraccion
Qiagen

200 pL de la muestra, 20
plL proteinasa K, 200 ul
de buffer AL vy vortexear

Termobloque:
incubar a 56 °C por
15 minutos.

n del o
ADN <«

Agregamos 200 pl de etanol
v vortexear

Traspasar todo el contenido Trasladar Ia
del tubo a columna v al
centrifugar a 8000 rpmx 1 recolector

minuto

siguiente

columna

Ttubo

Lava P
— _ & /
do T =

% 2 AV

Anadir SO0 ul. de AWl v
centrifugar a 8000 rpm
> 1 rmin.

Trasiadar
siguiente tubo recolector
v elirminar el
sobrenadante.

columna al Anadir SO0 ul. de AW2 v
centrifugar a 14000 rpm

> Irmin.

Trasladar la columna al
siguisnte
recolector y centriftugar
a2 T494000 rprm < 1T miinuto._

Tubo

Buffer
AE

Trasladar columna a tubo
de microcentrifuga de 1.5
mbL luego afadir 100 uwul
de buffer AE.

Imncubar por S5 mMminutos a
tTemperatura ambiente, luego
centrifugar a S000 rpm = 1
minuto v eliminar la columna.

ADM se almacenar a -20 °C
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ANEXO 3

Reactivos para la extraccion de ADN, segun el protocolo del kit comercial QlAamp ADN
mini kit empleados en las muestras de las comunidades del distrito Rio Santiago,
Condorcanqui, Amazonas 2022

Reactivos QlAamp ADN Mini Kit Cantidad
Buffer AL 200 uL
Etanol al 99% 200 uL
Proteinasa K 20 uL
Solucién de lavado AW1 500 uL
Solucion de lavado AW?2 500 uL
Buffer elucion AE 100uL
ANEXO 4

Lista de sondas y partidores, utilizados para la determinacion de especie de Plasmodium
falciparum y Plasmodium vivax en las comunidades del distrito Rio Santiago,

Condorcanqui, Amazonas 2022

g-PCR Partidor/ Secuencia nucleotidica Marcacionde Tamaio Tm
Sondas sonda 5’3’ (pb) (°C)
Especie Plasmol GTTAAGGGAGTGAAGACG Noaplica 160 60
ATCAGA
P. Plasmo2 AACCCAAAGACTTTGATTT Noaplica 160 60
falciparum CTCATAA
Falcprobe AGCAATCTAA FAM - 160 60
AAGTCACCTCGAAAGATG TAMRA
P. vivax ACT
Vivprobe AGCAATCTAAGAATAAACT VIC-TAMRA 160 60
CCGAAGAGAAAATTCT
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ANEXO 5

Condiciones de master mix PCR anidado para la amplificacion del gen PfK13 en las
comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

1" PCR: con cebadores Pfk13_F1y Pfk13_R1

Reactivo Concentracion Volumen Concentracion Volumen
Inicial (uL) final (uL)
1RX
PCR Buffer 10x 3uL 1x 3uL
MgCl, 50 mM 1.2 uL 2 mM 1.2 uL
DNTPs 25 mM 0.24 uL 0.2 mM 0.24 uL
Pfk13 F1 10 uM 1.5uL 0.5 uM 1.5uL
Pfk13 R1 10 uM 1.5uL 0.5 uM 1.5uL
Agua BM - 18.36 uL - 18.36 uL
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.2uL 1U/uL 0.2uL
Templado 4 uL 4 uL - 4 uL
Volumen final 30 uL

29° PCR-anidado con los cebadores Pfk13_F2 y Pfk13 R2

Reactivo Concentracion Volumen Concentracion Volumen
Inicial (uL) final (uL)
1 RX
PCR Buffer 10 x 3uL 1x 3uL
MqgCl; 50 mM 1.2 uL 2mM 1.2 uL
DNTPs 25 mM 0.24 uL 0.2mM 0.24 uL
Pfk13_F2 10 uM 1.5uL 0.5 uM 1.5uL
Pfk13 R2 10 uM 1.5uL 0.5 uM 1.5uL
Agua BM - 18.36 uL - 18.36 uL
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.2uL 1U/uL 0.2 uL
Templado 4 uL 4 uL - 4 uL
Volumen final 30 uL
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ANEXO 6

Condiciones de mater mix de PCR convencional y estandar utilizado para la amplificacion

del gen Pfcrt en las comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

Reactivo Concentracion Volumen Concentracion Vol. Final
Inicial (uL) final (L)
1 RX
PCR Buffer 10x 6 uL 2X 6 uL
MgCl> 50 mM 0.8 uL 2mM 0.8 uL
DNTPs 25 mM 0.16 uL 0.4 mM 0.16 uL
Pfcrt_F1 10 uM luL 0.5 uM luL
Pfcrt R1 10 uM 1uL 0.5 uM 1uL
Agua BM - 16.29 uL - 16.29uL
Tag Polimerasa 5 U/uL 0.2uL 1 U/uL 0.2uL
Templado 4 uL 4 uL - 4 uL
Volumen final 30 uL
ANEXO 7

Condiciones de mater mix de PCR convencional y estdndar utilizado para la amplificacion

del gen Pfdhps en las comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas

2022
Reactivo Concentracion  Volumen  Concentracion Vol. Final
Inicial (uL) final (uL) 1IRX
PCR Buffer 10x 3uL 1x 3uL
MgCl; 50 mM 1.2 uL 2mM 1.2 uL
DNTPs 25 mM 0.24 uL 0.2 mM 0.24 uL
Pfdhps_F1 10 uM 1.5uL 0.5uM 1.5uL
Pfdhps_R1 10 uM 1.5uL 0.5uM 1.5uL
Agua BM - 18.36 uL - 21.76 uL
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.2 uL 1 U/uL 0.8 uL
Templado 4 uL 4 uL - 4 uL
Volumen final 30 uL
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ANEXO 8
Condiciones de mater mix de PCR convencional y estandar utilizado para la amplificacion

del gen Pfdhfr en las comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022

Reactivo Concentracion Volumen Concentracion Vol.Final
Inicial (uL) final (L)
1 RX
PCR Buffer 10x 3uL 1x 3uL
MgCl> 50 mM 1.2 uL 2 mM 1.2 uL
DNTPs 25 mM 0.24 uL 0.2 mM 0.24 uL
Pfdhfr_F1 10 uM 1.5uL 0.5uM 15uL
Pfdhfr_R1 10 uM 1.5uL 0.5uM 1.5uL
Agua BM - 18.36uL - 18.36uL
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.2uL 1 U/uL 0.2 uL
Templado 4 uL 4 uL - 4 uL
Volumen final 30 uL
ANEXO 9

Condiciones y estandarizacion de master mix PCR convencional utilizado para la amplificacién del

gen Pfmdrl en las comunidades del distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022.

Reactivo Concentracion  Volumen  Concentracion  Vol.Final
Inicial (uL) final (uL)
1 RX
PCR Buffer 10x 3uL 1x 3uL
MgCl: 50 mM 1.5uL 2.5 mM 1.2 uL
DNTPs 25 mM 0.48 uL 0.4mM 0.24 uL
Pfmdrl_F1 10 uM 15uL 0.5uM 15uL
Pfmdrl R1 10 uM 15uL 0.5uM 15uL
Agua BM - 17.82uL - 18.36uL
Taq Polimerasa 5 U/uL 0.2uL 1 U/uL 0.2 uL
Templado 4 uL 4 uL - 4 uL
Volumen final 30 uL
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ANEXO 10

Reactivos empleados para elaboracion del gel de electroforesis al 2%

Medio y Reactivo  Concentracion final

Volumen final Cantidades

Gel de Agarosa

2% 75 mL Agarosa 1.5 g

Buffer TAE 1X 75 mL
Buffer TAE 50X (TAE

Buffer TAE 1X 1X 1000 mL

20 mL y agua destilada
980 mL)

ANEXO 11. Solicitud de aprobacion para la ejecuciéon del proyecto de investigacion

Laboratorio del Instituto de Enfermedades Tropicales de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas (IET-UNTRM)

TSIVEF AD NAC = ISTITWUWUTC
TORIBIO RODRIGUEZ DE L
MENDOZA DE AMAZONAS

“Ano del fortalecimiento de la soberania nacional™

SOLICITUD: Autorizacion para ejecucion de
proyecto de tesis en ¢l laboratorio del Instituto de
enfermedades tropicales-UNTRM.

Dr.

ALONSO RAFAEL TAPIA LIMONCHI

Director del Instituto de Enfermedades Tropicales.

UNIVERSIDAD TORIBIO RODRIGUEZ DE MENDOZA DE AMAZONAS.
Presente.-

El que suscribe Sandoval Bances Julio César, identificado con DNI N° 75654541,
Bachiller en Biologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas - Universidad Nacional Pedro
Ruiz Gallo. Tengo a bien dirigirme a usted, con la finalidad de comunicarle que solicito
autorizaciéon para la ejecucion del proyecto de tesis titulado: “Caracterizacién molecular
de Plasmodium falciparum asociada a resistencia a antimalaricos en comunidades del

distrito Rio Santiago, Condorcanqui, Amazonas 2022, en las instalaciones del Instituto
de Enfermedades Tropicales del cual usted es el director.

Con saludos cordiales y a tiempo de agradecerle su atencién a esta solicitud,
aprovecho la oportunidad para reiterarle mi mas alta consideracioén y estima.

Atentamente,

Sandoval Bghces Julio César
IDNI © 75654541

Autorizacion,

R T W e
/D'. ALONSO R, (‘TAB&U‘ !
IMVERTIGdoR PRI o-/

Tapia Limonchi Alonso Raftacl
IDNI N° 25770545

Chachapoyas, 02 de junio del 2022

Calle Higos Urco N 350 /7 Campus Universitano

Chachapoyas - Peri
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ANEXO 12
Procedimiento estandar utilizado para la purificacion de productos de PCR y de productos
de secuenciamiento

A Aislamiento y purificacion del Amplicon

Kit que contiene formulaciones optimizadas de exonucleasa | termolabil y fosfatasa
alcalina para eliminar o degradar los cebadores de PCR residuales y desfosforilar el exceso
de dNTPs, después de la amplificacién, el producto de PCR para el siguiente paso.

Del producto obtenido de la PCR (10 pL), se anadiéo 5 pL del reactivo Exocip A
(NEB, M1051AA) mas 5 uL Exocip B (NEB, M1052AA), luego se realizo un vortex y un

spin. Finalmente se llevé al termociclador por una duracién de 7 minutos.

Ciclaje:

a) 37 °C x 4 min = 1x
b) 80 °C x 1 min = 1x
c) 4°C x o =1x

B. Reaccion de Big Dye

Una vez purificado el producto obtenido de la PCR, se realiz6 la reaccion de
secuenciacion en las bases nucleotidicas de las secuencias amplificadas que quedarén
marcadas con fluorescencia mediante un kit comercial Big Dye (Applied biosystems, ref.:
4336917). Se siguio el procedimiento estandarizado por parte del Instituto de enfermedades
tropicales-UNTRM:

a) Se afiadi6 1 puL Big dye

b) Se afiadid 2 uL Sequencing buffer

c) Se utiliz6 0.5 pL Primers Forward 6 Reverse

d) Agregue 5.5 uL. agua de PCR

e) Por ultimo, se anadi6 1 pL PCR (producto purificado, EXOCIP

X Luego se realiz6 un vortex y se llevd inmediatamente al

termociclador con un ciclaje:

a) 96°C x 1 min = 1x

b) 96°C x 10 seg

) 50°C X 5 seg } 25X
d) 60°C x 4 min

e) 4°C x © =1x
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<> Para finalizar se retir la placa del termociclador e inmediatamente se

realizé un spin y luego se cubri6 con papel aluminio.

ANEXO 13
Secuencias obtenidas de la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI)

Gen Pfk13
>NC _004331.3:¢1726997-1724817 Conjunto del genoma 3D7 de Plasmodium falciparum,
Cromosoma: 13

ATGGAAGGAGAAAAAGTAAAAACAAAAGCAAATAGTATTCTCGAATTTTTCT
ATGACGTATGATAGGGAATCTGGTGGTAACAGCAATAGTGATGATAAAAGCG
GAAGTAGTAGCGAGAATGATTCTAATTCATTTATGAATCTAACTAGTGATAAA
AATGAGAAAACGGAAAATAATAGTTTCCTTTTAAATAATAGTAGTTATGGAAA
TGTTAAAGATAGCCTATTAGAATCCATTGATATGAGGTGTATTAGATTCGAAC
TTTGATAGTAAAAAAGATTTTTTACCAAGTAATTTATCAAGAACATTTAATAAT
ATGTCTAAAGATAATATAGGAAATAAATATTTAAATAAATTGTTAAATAAAAA
AAAAGATACTATTACAAATGAAAATAATAATATTAATCATAATAATAATAAT
AATAATCTGACAGCAAATAATATAACTAATAATCTTATTAATAATAATATGAA
TTCTCCATCAATTATGAATACCAACAAAAAAAGAGAATTTTTTAGATGCAGCA
AATCTTATAAATGATGATTCTGGATTAAACAATTTAAAAAAATTTTCAACTGTA
AATAATGTAAATGATACTTATGAAAAGAAAATTATTGAAACGGAATTAAGT
GATGCTAGTGATTTTGAAAATATGGGTAGGTGATTTAAGAATTACATTTATTA
ATTGGTTAAAAAGACACAAATGAATTTTATTCGAGAAAAAGATAAATTATTTA
AAGATAAGAAAGAACTAGAAATGGAAAGAGTACGATTTGTACAAAGAATTAG
AAAACCGTAAAAATATTGAAGAACAGAAATTACATGAATGAAAAGAAAGAAA
TTAGATATTGATATATCTAATGGTTATAAACAAATAAAAAAAGAAAAAGAAA
GAACATAGGAAACGATTTGATGAAGAAAGATTAAGATTTTTACAAGAAATCG
ATAAAATTAAATTAGTATTATATTTAGAAAAAGAAAAAATATTATCAAGATAT
AAAAATTTTGAGAATGATAAAAAAAAAATTGTTGATGCAAATATTGCTACTGA
AACTATGATTGATATTAATGTTGGTGGAGCTATTTTTGAAACATCTAGACATAA
CCTTAACACAACAAAAAGATTCATTTATAGAGAAATTATTAAGTGGAAGACAT
CATGTAACCAGAGATAAACAAGGAAGAATATTCTTAGATAGGGATAGTGAGT
TATTTAGAATTATACTTAACTTCTTAAGAAAATCCGTTAACTATAACCCATACC
AAAAGATTTAAGTGAAAGTGAAGCCTTGTTGAAAGAAGCAGAATTTTATGGTA
TTAAATTTTTACCATTCCCATTAGTATTTTGTATAGGTGGATTTGATGGTGTAG
AATATTTAAATTCGATGAATTATTAGATATTAGTCAACAATGCTGGCGTATGTG
TACACCTATGTCTACCAAAAAAGCTTATTTTGGAAAGTGCTGTATTGAATAAT
TTCTTATACGTTTTTGGTGGTAATAACTATGATTATAAGGCTTTATTTGAAACT
GAGGTGTATGATCGTTTAAGAGATGTATGGGTATGTTTCAAGTAATTTAAATA
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TACCTAGAAGAAATAATTGTGGTGTTACGTCAAATGGTAGAATTTATTGTATT
GGGGGATATGAGGCTCTTCTATTATACCGAATGTGAAGCATATGATCATCGTA
TGAAAAGCATGGGTAGAGGTGGCACCTTTTGAATACCCCTAGATCATCAGCTA
TGTGTGTTGCTTTTGATAATAAAATTTATGTCATTGGTGGAACTAATGGTGAGA
GATTAAATTCTATTGAAGTATATGAAAGAAAAAATGAATAAATGGGAACAATT
TCCATATGCCTTATTAGAAGCTAGAAGTTCAGGAGCAGCCTTTTAATTACCTTA
ATCAAATATATGTTGTTGGAGGTATTGATAATGAACATAACATATTAGATTCC
GTTGAACAATATCAACCATTTAATAAAAGATGGCAATTTCTAAATGGTGTACC
AGAGAAAAAAATGAATTTTGGAGCTGCCACATTGTCAGATTCTTATATAATTA
CAGGAGGAGAAAATGGCGAAGTTCTAAATTCATGTCATTTCTTTTCACCAGAT
ACAAATGAATGGCAGCTTGGCCCATCTTTATTAGTTCCCAGATTTGGTCACTCC
GTTTTAATAGCAAATATATAA

Gen Pfert
>NC_004328.3:403222-406317 Conjunto del genoma 3D7 de Plasmodium falciparum,
Cromosoma: 7

ATGAAATTCGCAAGTAAAAAAAATAATCAAAAAAATTCAAGCAAAAATGACG
AGCGTTATAGAGAATTAGATAATTTAGTACAAGAAGGAAGTAAGTATCCAAA
AATGGAAATATGGAATGATATAAATGAATAGATAAATCAACCTATTGGATATA
TATATATATATATATATATATATATATATATATATGTATAACCCATATGTATTA

ATTTTTTTTTTTTTTTTITTITTTITTTTITTITTTITTTTTITCCCTTGTCGACCTTAAACAG
ATGGCTCACGTTTAGGTGGAGGTTCTTGTCTTGGTAAATGTGCTCATGTGTTTA
AACTTATTTTTAAAGAGATTAAGGATAATATTTTTATTTATATTTTAAGTATTA

TTTATTTAAGTGTATGTGTAATGAATAAAATTTTTGCTAAAAGAACTTTAACAA
AATTGGTAACTATAGTTTTTAACATCCGAAACTCACAACTTTATTTGTATGATT
ATGTTCTTTATTGTTTATTCCTTATTTGGAAATAAAAAGGGAAATTCAAAAGTA
AGATAAATCAATATATTAAAATGATGGATTTATAAGAGAATCTATTCCACCTA
CCAATATAAAACATTACACATATATATATATATATATATATATATATATATATA
TATATATATATGTATGTATGTTGATTAATTTGTTTATATATTTATATTTATTTCT
TATGACCTTTTTAGGAACGACACCGAAGCTTTAATTTACAATTTTTTGCTATAT
CCCATGTTAGATGCCTGTTCAGTCATTTTGGCCTTCATAGGTCTTACAAGAACT
ACTGGAAATATCCAATCATTTGTTCTTCAATTAAGTATTCCTATTAATATGTTC
TTCTGCTTTTTTAATTATTAAGATATAGGTAAGTATACTATTTTAAATTACAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATATAAAATATATAT
ATATATTTATATATATTTATTTATATATTTATATATATTTATTTATATATTTATA
TATTTATTTATTTATATTTATTTATTTACTCCTTTTTAGATATCACTTATACAATT
ATCTCGGAGCAGTTATTATTGTTGTAACAATAGCTCTTGTAGAAATGAAATTAT
CTTTTGAAACACAAGAAGAAAATTCTATCATATTTAATCTTTGTCTTAATTAGT
GCCTTAATTGTAAGAAAACAAAATATATAAATAAATAAATATATATATATATA
TATATATATTGTAATATTTAATATATATTAACACTTAAACTTTGTTTTTATTATA
ATTAATTTATATTCTTTATCATTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTTCTTTTTTTTTTAGC
CCTGTATGCTTTTCAAACATGACAAGGGAAATAGTTTTTAAAAAATATAAGAT
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TGACATTTTTAAGATTAAATGTAAGAAGAAAAATATAATAATAATAATATATA
TATTATATATATATTTCCTTTTTTACCACTTTTTTTTTTTTTATTCCTATAACGCA
TTATAATTATTTCTGTTATTTTTTATTTCTTATAGGCTATGGTATCCTTTTTCCAA
TTGTTCACTTCTTGTCTTATATTACCTGTATACACCCTTCCATTTTTAAAACAAC
GTAAGAATTAATTAGGAAAGAAAAAATAAAATAAAATGAAATGTGCCCATAT

ATATATATATATATATGTATGTATGTATAATTTTCCCTTTTTTAGTTCATTTACC
ATATAATGAAATATGGACAAATATAAAAAATGGTTTCGCATGTTTATTCTTGG

GAAGAAACACAGTCGTAGAGGTAAAATAGGATTTTCATTATATATTAAAAATT
ACTACTTATTATGTTAATAAAAAAATATGTTTTTTAATGTTCAATTTGTTTTATT
TTAATTATTTTTTTTTTTTTTGTTTTTGTTTCCTCTTCAGAATTGTGGTCTTGGTA
TGGCTAAGTTATGTGATGATTGTGACGGAGCATGGGTAAGAAGCTTATAATAA
AATTTCAAAATTATAAGAGACATTTATATATATTTTAACAATAATAATTAAATA
AAACAATATTATATATATTATATATATTATTATTTTATTTATTATTTTTTATTTTI
TTTTTTAGAAAACCTTCGGCATTGTTTTCCTTCTTTAACATTTGTGATAATTTAA
TAACCAGCTATGTAAGAATAAAAAGGATGAAAAAACGTTGATACATACAAGA
GGAAATAAATATGGGAATGTTTAATTGAATTAAGATATATATATATATATATA

TATATATATATATATATGTAACCATATAATTTTTCATTTTCTATGCTTTTTATAG
ATTATCGACAAATTTTCTACCATGACATATACTATTGTTAGTTGTATACAAGGT
CCAGCAATAGCAATTGCTTATTACTTTAAATTCTTAGCCGTAAGAATTAAAAA

GATATAAATATATAAATATATATGTGAAATATATGATATATATGATATATATTT
TTTATATGTAATGTTTTTTTTTTTTTTCACAATATACATTTAAATGTTTATGATG

GTACAACGTATCATATTTTATAATAATTTTATGCATTCATGTATATTATTTTTAC
I TTTTAATTTTATAGGGTGATGTTGTAAGAGAACCAAGATTATTAGATTTCGTA

ACTTTGGTAAGTGTGGAAATTAAAAAATGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTATGAAC
AAAATAATGTGTATATAATATGTGTGTAATATCAAATGGCTTGTTCGTTCATAA
ATATTTATATTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTITTTTTTTTTTACAAGTTTGGCTACCTA

TTTGGTTCTATAATTTACCGTGTAGGAAATATTATCTTAGAAAGTAATACAAAA
ATAAGATAAAAAAATATAATATATAAAATATGTATATTGTTCTTATATATTTTG
TTCATATATATATATATATATATATATATTTTTAATATTTCCATCTGTCTTTTTT
ATTCTATTGTTATAATTTATCATAAATTTTTTTTAAATTTGCTTACATTAGGAAA
AAAAATGAGAAATGAAGAAAATGAAGATTCCGAAGGAGAATTAACCAACGTC
GATTCAATTATTACACAATAA

Gen Pfdhps
>XM_001349382.1  Plasmodium  falciparum  3D7  hidroximetildihidropterina
pirofosfoquinasa-dihidropteroato sintasa (PF3D7_0810800).

ATGGAAACTATACAAGAACTAATACTTTCTGAGGAAAATAAAACTAATATTGC
CGTATTAAACTTAGGAACAAATGATAGAAGAAACGCTGTGTTGATTCTAGAAA
CTGCCTTGGCACCTTGTCGAAAAATATTTAGGAAAAATTATTAATACGTCCTAC
TTGTATGAAACCGTTCCAGAATACATTGTATTAGATAAAAAGGAAAGTTGCGA
AAAAATAAACAAGGATTGTCGTATATATGATGTTAATTATATAAACGAATTGA
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TGCAAAATTTAGAAGAATCTAAATATGAAGAGAATAAAGAATTAATTGATAA
ATGTGAAGAATATGAAACATTTTTGAAAAATGGAAAAGTTGATAATAGTATTC
TAAAGGAAGTAAATGTAGAAAATTATTATTAGAATGTAATAATATAATAGTAA
AGAATGACGAAATAATGAAAAATAATTTAAGCAAATATAAAGATAAATATTA
TACTAGCTACTTTTATAATTTGACAGTTGTAGTTAAAACTTTTGTAAATGATCC
TCTTAGTATGTTGGTAGTTATAAAATATATTGAAGAATTAATGAAAAGGGAAA
ATGTAAAAGAGAAAGAAAAATTTGAAAATCGTATAATAGATATAGATATTCTA
TTTTTTAATGATTTTACAATCTTTATGAAAAACATAAAATTGGAAAAAAATATG
ATTTATAAAATACTCTCAAAATATATTCATTTGGAAAGAGATATAAAAAATGG
AAATGACAATATGTCTAAAGTAAATATGGATAAAGATATAAATCTTAATAATA
ACAATAATATAAAAAAAAAAAATAATAATGATATTGATTGTGATTGGTGGATC
AGAAGATGAATAATCATGTGAATAATAAAAATTATATAAATTCTTTTAGAGAT
CCACAAGAAATAATAAACAATATGGTAGATAATATTGAATTTTTATCCATTCC
TCATGTGTATACAACACACAGATATAGCATACTTTTATGCTTAAATGATATGAT
ACCCGAATATAAGCATAATGTTTTAAATAATACCATCAGATGTTTATATAACA
AATATGTGAGTAGGATGAAAGAACAATATAATATAAATATTAAAGAAAATAA
TAAAAGGATATATGTATTAAAAGATAGAATTTCTTATTTAAAAGAAAAAACAA
ATATTGTTGGAATATTAAATGTTAATTATGATTCTTTTTCAGATGGAGGTATTT
TTGTTGAACCTAAACGTGCTGTTCAAAGAATGTTTGAAATGATAAATGAAGGT
GCTAGTGTTATAGATATAGGTGGAGAATCCTCTGGTCCCTTTTGTTATACCTAA
TCCAAAAATTAGTGAAAGAGATTTAGTAGTACCTGTATACAATTATTTCAAAA
AGAATGGAATGATATAAAAAATAAAATTGTTAAATGTGATGCGAAACCAATT
ATAAGTATTGATACAATTAACTATAATGTTTTTAAAGAATGTGTTGATAATGAT
TTAGTTGATATATTAAATGATATTAGTGCTTGTACAAATAATCCAGAAATTATA
AAATTATTAAAAAAAAAAAAACAAATTCTATAGTGTAGTTCTAATGCATAAAA
GAGGAAAATCCACATACAATGGATAAACTAACAAATTATGATAATCTAGTTTA
TGATATAAAAAATTATTTAGAACAAAGATTAAATTTTCTTGTATTAAATGGAA
TACCTCGTTATAGGATACTATTTGATATTGGATTAGGATTTGCGAAGAAACAT
GATCAATCTATTAAACTCTTACAAAATATACATGTATATGATGAGTATCCACTT
TTTATTGGATATTCAAGAAAAAGATTTATTGCCCATTGCATGAATGATCAAAA
ATGTTGTAATAAATACACAACAAAAATTACATGATGAACAACAAAATGAAAA
TAAAAATATTGTGGACAAATCACACAATTGGATGTTTCAAGATGAATTACA
TGAGGAAAGACAAGGATCAACTTTTATATCAAAAAAATATATGTGGTGGATTA
GCAATTGCTTCCTACAGCTATTATAAAAAGGTAGATCTAATAAGAGTTCATGA
CGTTTTAGAAACAAAATCGTTTTGGATGTTTTAACAAAAATAGACCAAGTGTA
A

Gen Pfdhfr
>XM_001351443.1 Plasmodium falciparum 3D7 dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa
bifuncional (PF3D7_0417200).
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ATGATGGAACAAGTCTGCGACGTTTTCGATATTTATGCCATATGTGCATGTTGT
AAGGTTGAAAGCAAAAATGAGGGGGAAAAAAAATGAGGTTTTTAATAACTAC
ACATTTAGAGGTCTAGGAAATAAAGGAGTATTACCATGGAAATGTAATTCCCT
AGATATGAAATATTTTTGTGCAGTTACAACATATGTGAATGAATCAAAATATG
AAAAATTGAAATATAAGAGATGTAAATATTTAAACAAAGAAACTGTGGATAA
TGTAAATGATATGCCTAATTCTAAAAAATTACAAAATGTTGTAGTTATGGGAA
GAACAAGCTGGGAAAGCATTCCAAAAAAATTTAAACCTTTAAGCAATAGGAT
AAATGTTATATTGTCTAGAACCTTAAAAAAGAAGATTTTGATGAAGATGTTTA
TATCATTAACAAAGTTGAAGATCTAATAGTTTTACTTGGGAAATTAAATTACTA
TAAATGTTTTATTATAGGAGGGTTCCGTTGTTTATCAAGAATTTTTAGAAAAGA
AATTAATAAAAAAAATATATTTTACTAGAATAAATAGTACATATGAATGTGAT
GTATTTTTTCCAGAAATAAATGAAAATGAGTATCAAATTATTTCTGTTAGCGAT
GTATATACTAGTAACAATACAACATTGGATTTTATCATTTATAAGAAAACGAA
TAATAAAATGTTAAATGAACAAAATTGTATAAAAGGAGAAGAAAAAAATAAT
GATATGCCTTTAAAGAATGATGACAAAGATACATGTCATATGAAAAATTAACA
GAATTTTACAAAAATGTAGACAAATATAAAATTAATTATGAAAATGATGATGA
TGATGAAGAAGAAGATGATTTTGTTTATTTTTAATTTTAATAAAGAAAAAGAA
GAGAAAAATAAAAATTCTATACATCCAAATGATTTTCAAATATATAATAGCTT
GAAATATAAATATCATCCTGAATACCAATATTTAAATATTATTTATGATATTAT
GATGAATGGAAATAAACAAAGTGATCGAACGGGAGTAGGTGTTTTAAGTAAA
TTCGGATATATTATGAAATTTGATTTAAGTCAATATTTCCCATTATTAACTACG
AAGAAATTATTTTTAAGAGGAATTATTGAAGAATTGCTTTGGTTTATTAGAGG
AGAAACAAATGGTAATACGTTGTTAAATAAGAATGTAAGGATATGGGAAGCT
AATGGTAACTAGGGAATTTTTAGATAATAGAAAATTATTTCATAGAGAAGTTA
ACGATTTAGGACCTATTTATGGTTTTCAATGGAGACATTTCGGTGCTGAATATA
CAAATATGTATGATAATTATGAAAATAAAGGAGTGGATCAATTAAAAAATATA
ATAAATTTAATTAAAAATGATCCTACAAGTAGAAGAATTCTTTTGTGTGCATG
GAATGTAAAAGATCTTGACCAAATGGCATTACCTCCTTGTCATATTTTATGTCA
GGTTTTATGTTTTCGATGGGAAATTATCATGTATTATGTATCAAAGATCATGTG
ATTTAGGGCTAGGAGTACCTTTTTAATATTGCTTCTTATTCTATTTTTACTCATA
TGATTGCACAAGTCTGTAATTTGCAACCTGCGCAGTTCATACACGTTTTAGGAA
ATGCACATGTTTATAATAATCACATTGATAGTTTAAAAATTCAACTTAACAGA
ATACCCTATCCATTCCCAACACTTAAATTAAATCCAGATATTAAAAATATTGA
AGATTTTACAATTTCGGATTTTACAATACAAAATTATGTTCATGAAAAAATTTC
AATGGATATGGCTGCTTAA

Gen Pfmdrl
>XM_001351751.1 Proteina 1 de resistencia a multiples farmacos 3D7 de Plasmodium
falciparum (PF3D7_0523000).

ATGGGTAAAGAGCAGAAAGAGAAAAAAGATGGTAACCTCAGTATCAAAGAAG
AGGTTGAAAAAGAGTTGAACAAAAAGAGTACCGCTGAATTATTTAGAAAAAT
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AAAGAATGAGAAAATATCATTTTTTTTACCGTTTAAATGTTTACCTGCACAACA
TAGAAAATTATTATTTATATCATTTGTATGTGCTGTATTATCAGGAGGAACATT
ACCTTTTTTTATATCTGTGTTTGGTGTAATATTAAAGAACATGAATTTAGGTGA
TGATATTAATCCTATAATATTATCATTAGTATCTATAGGTTTAGTACAATTTAT
ATTATCAATGATATCAAGTTATTGTATGGATGTAATTACATCAAAAATATTAA
AAACTTTAAAGCTTTGAATATTTAAGAAGTGTTTTTTATCAAGATGGACAATTT
CATGATAATAATCCTGGATCTAAATTAAGATCTGATTTAGATTTTTATTTAGAA
CAAGTGAGTTCAGGAATTGGTACGAAATTTATAACAATTTTTACATATGCCAG
TTCCTTTTTAGGTTTATATATTTGGTCATTAATAAAAAATGCACGTTTGACTTTA
TGTATTACTTGCGTTTTTTCCGTTAATTTATGTTTGTGGTGTCATATGTAATAAG
AAAGTAAAATTAAATAAAAAAACATCTTTGTTATATAATAACAATACCATGTC
CATTATAGAAGAGGCTTTAATGGGAATAAGAACTGTTGCAAGTTATTGTGGAG
AAAAGACTATATTAAACAAATTTAATTTGTCCGAAACTTTTTATAGTAAATATA
TTTTAAAAGCTAATTTTGTAGAAGCATTACATATAGGTTTAATAAATGGTTTAA
TTTTAGTTTCTTATGCATTCGGTTTTTGGTATGGTACAAGAATTATTATAAATA
GTGCAACGAATCAATACCCCAATAATGATTTTAATGGTGCCTCAGTTATATCC
ATTTTATTAGGTGTACTTATTAGTATGTTTATGTTAACAATTATCTTACCAAAT
ATAACAGATATATGAAAGCTTTAGAAGCAACAAATAGTTTATATGAAATAATA
AATCGAAAACCATTAGTTGAAAATAATGATGATGGAGAAACATTACCAAATAT
TAAAAAAATTGAATTTAAAAATGTAAGATTTCATTATGATACTAGAAAAGATG
TTGAAATTTATAAAGATTTAAGTTTTACTCTAAAAGAAGGGAAAAACATATGC
ATTTGTGGGGAATCAGGTTGTGGGAAATCAACCATACTAAAATTAATTGAAAG
ACTTTATGATCCAACCGAAGGAGATATTATTGTAAATGATTCTCATAATTTAAA
AGATAATTAATTTGAAATGGTGGAGATCAAAAATTGGAGTTGTTAGTCAAGAT
CCATTATTATTTAGTAATTCAATTAAAAATAATATTAAATATAGTTTATATAGT
TTAAAAGATTTAGAAGCAATGGAAAATTATTATGAAGAAAATAACTAATGATA
CATATGAAAAATAAAAATTTTTCTTTAATTTCGAATTCTATGACATCAAATGAA
TTATTAGAAATGAAAAAAAGAATATCAAACTATTAAAGATTCTGATGTTGTTG
ATGTGTCCAAAAAAGTACTTATACATGATTTTGTATCATCATTACCAGATAAAT
ATGATACCTTAGTAGGTTCCAATGCATCCAAATTATCAGGTGGACAAAAACAA
AGAATATCCATTGCAAGAGCAATTATGAGAAAATCCTAAAATTCTAATTCTTG
ATGAAGCTACATCTTCTTTAGATAATAAATCTGAGTATTTAGTACAAAAAAAC
AATTAATAATTTGAAAGGAAATGAAAATAGAATAACTATTATTATAGCACATA
GATTAAGTACTATAAGATATGCCAATACAATTTTTGTTTTATCAAATAGAGAA
AGAAGTGATAATAATAATAATAATAATAATGATGATAATAATAATAATAATAA
TAATAATAATAACAAAATTAATAATGAGGGTAGCTATATTATTGAACAAGGTA
CACATGATAGTCTTATGAAAAATAAAAATGGTATTTATCATCTTATGATAAAT
AATCAAAAGATTTCATCAAATAAATCTTCAAATAATGGAAATGATAATGGATC
GGATAACAAAAAGTAGCGCTTATAAAGACTCAGATACAGGTAATGATGCAGA
TAATATGAATAGTTTATCAATACATGAAAAATGAAAATATATCAAATAATCGT
AATTGTAAAAATACAGCAGAAAAATGAAAAAGAAGAGAAAGTTCCATTTTTC
AAAAGAATGTTTAGAAGAAAAAAGAAAGCACCAAACAATTTACGTATCATTT
ATAAAGAAATATTTTTCATATAAAAAAGATGTTACTATAATTTTCTTTAGTATT
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TTAGTAGCTGGAGGATTATATCCCGTATTTGCTTTATTATATGCTAGATATGTA
TCTACATTATTTGATTTTGCAAAATCTAGAATATAACTCAAATAAATATTCTAT
ATATATTCTACTTATTGCTATTGCTATGTTCATTTCAGAAACACTCAAAAACTA
TTATAACAACAAAATAGGAGAAAAAGTCGAAAAGACTATGAAACGTAGATTA
TTTGAAAATATATTATATCAAGAAATGAGTTTCTTTGATCAAGATAAAAATAC
CCCAGGTGTTTTATCTGCACATATTAATAGAGATGTACATTTATTAAAAACGG
GTTTAGTAAATAATATTGTTATTTTCTCTCATTTCATAATGCTCTTTCTGGTTAG
CATGGTTATGTCCTTTTATTTTTGTCCAATTGTTGCAGCTGTATTAACTTTTATA
TATTTTATTAATATGCGGTATTTGCTGTAAGAGCTAGATTAACCAAAAGTAAA
GAAATTGAGAAAAAAAGAAAATATGTCAACGGAGTTTTTGCATTTAGTTCAGA
TGAATGAAATGTTTAAAGATCCAAGTTTTTAATACAGGAAGCATTTTATAATA
TGCATACTGTTATTAATTATGGTTTAGAAGATTATTTCTGTAATTTGATAGAAA
AAGCTATTGATTATAAAAATAAAGGACAAAAAAGAAGAATTATTGTAAATGC
AGCTTTATGGGGATTCAGTCAAAGCGCTCAATTATTTATTAATAGTTTTGCCTA
TTGGTTTGGATCCTTCTTAATTAAAAGAGGTACTATATTAGTTGATGACTTTAT
GAAATCCTTATTTACTTTTATATTTACTGGTAGTTATGCTGGAAAATTAATGTC
CTTAAAAGGAGATTCAGAAAATGCAAAATTATCATTTGAGAAATATTATCCAT
TAATGATTAGAAAATCAAATATTGATGTAAGAGAGATGGTGGAATAAGAATA
AATAAAAATTTAATAAAAGGGTAAAGTTGATATTAAAGATGTAAATTTCCGTT
ATATTTCAAGACCAAATGTACCTATTTATAAAAATTTATCTTTTACATGTGATA
GTAAAAAAACTACAGCAATCGTTGGAGAAACAGGTAGTGGAAAATCAACTTT
TATGAATCTCTTATTAAGATTTTATGACTTGAAAAATGATCACATTATATTAAA
AAATGATATGACAAATTTTCAAGATTATCAAAATAATAATAATAATTCATTGG
TTTTAAAAAATGTAAATGAATTTTCAAACCAATCTGGATCTGCAGAAGATTAT
ACTGTATTTAATAATAATGGAGAAATATTATTAGATGATATTAATATATGTGAT
TATAACTTAAGAGATCTTAGAAACTTATTTTCAATAGTTAGTCAAGAACCCAT
GTTATTTAATATGTCCATATATGAAAAATATCAAATTTGGAAGAGAAGATGCA
ACATTGGAAGATGTTAAACGTGTTAGTAAGTTTTGCTGCTATAGATGAATTTAT
CGAATCATTACCAAATAAATATGATACAAATGTTGGACCATATGGTAAAAGCT
TATCAGGGTGGACAAAAACAGAGAATAGCTATAGCTAGAGCATTATTAAGAG
AACCTAAAATATTATTATTAGATGAAGCAACATCATCACTTGATTCCAATTCTG
AGAAATTAATTGAAAAAACTATTTGAGATATTAAAGATAAAGCTGACAAAACT
ATTATTACTATTGCCCCACAGAATTGCATCTATAAAACGATCAGACAAAATTG
TGGTATTTAATAACCCTGATCGAAATGGAACCTTTGTACAGTCACATGGAACA
CACGATGAATTATTATCAGCACAAGATGGAATATATAAAAAATATGTAAAATT
AGCTAAATG
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ANEXO 14

Electroferogramas de secuencias de templados obtenidas por secuenciamiento por Sanger, se observa el ADN de buena calidad, los picos estan

bien definidos y no se observa ruidos basales, los valores de calidad (QV) son altos para casi todas las bases a lo largo de la secuencia.

o 1 il mmm nuhuuumnm f Aum Ammhm’MMMMMWrMM&MMM i

ACAATECTVGVGCGWATGTET‘I'\CACCTATGT‘&TACCAAAAAAGITTATTTTGHAAGTGCTGTATTGAATAATTTCTNATACGTTTTTGGTGBTAATAAETAT_TATAAGGCTTTATTTGAAACTGAEETGT
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AWGITCGTTIAAIAIA G-GTTTCAAGTAATTTAAATATACCTAIAAIAAATAATTGTGGTGTIATCIAATGITAGAATTTATTGIANTGGGGGA GA
Y EDERTEEEREDEEVE W~ Y ENE"S IUNTHER N~ REENSENE C ENSEGHE RN Y ‘

AAATITCTATITGAAGTATATGAAGARAAE GGARCARTTTCCATAT GCETTA TAGAAGTTCAEG
BN S ElmEmOv v SESEER K NS ONT K W OEEEQ. F b Y A DISSEamEm A RS S Her A
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