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Resumen 

 

La malaria sigue siendo un desafío de salud pública en Perú, particularmente en la Amazonía. 

Entre 2022 y 2023, se reportaron 49,405 casos a nivel nacional, destacando la urgente necesidad 

de métodos diagnósticos accesibles y precisos en áreas con recursos limitados. En este contexto, 

el presente estudio realizó la validación y evaluación de la técnica B&S MG-LAMP, un método 

simplificado que combina ebullición y centrifugación (B&S) para la extracción de ADN, 

seguido de una amplificación isotérmica mediada por bucle con verde de malaquita (MG- 

LAMP), frente al PCR en tiempo real como técnica de referencia. 

Para la validación a nivel de laboratorio, se analizaron 50 muestras positivas (confirmadas por 

PCR en tiempo real para P. vivax o P. falciparum) y 50 muestras negativas, provenientes de 

comunidades del distrito de Río Santiago, en la región de Amazonas. Posteriormente, se llevó 

a cabo la evaluación en campo utilizando 252 muestras colectadas en las comunidades del 

mismo distrito, específicamente en Nueva Esperanza, Chosica y Caterpiza. La amplificación 

por MG-LAMP se llevó a cabo en un minitermobloque, los resultados fueron interpretados 

mediante colorimetría y observación visual, considerando evaluadores independientes. 

Los resultados demostraron que B&S MG-LAMP superó el límite de detección de la PCR en 

tiempo real, detectando hasta 1 parásito/μL (en comparación con 2.5 p/μL de la PCR en tiempo 

real) para la identificación de Plasmodium spp. Para la diferenciación de especies (P. vivax y 

P. falciparum), ambas técnicas lograron un límite de detección de 2.5 p/μL. El método exhibió 

una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo 

(VPN) del 100%, y un acuerdo perfecto (kappa = 1). 

La evaluación de campo mantuvo una sensibilidad del 100% y una especificidad del 99.15% 

para Plasmodium spp. y P. vivax, con un VPP del 89.47% y un VPN del 100% para ambos, 

junto con una alta concordancia (kappa = 0.92). Sin embargo, no se detectaron casos positivos 

de P. falciparum en las muestras evaluadas, lo que impidió el cálculo de los parámetros 

diagnósticos para esta especie. Por lo tanto, la implementación de MG-LAMP como 

herramienta diagnóstica para malaria podría ser clave en zonas endémicas, ya que combina alta 

sensibilidad para detectar infecciones con baja carga parasitaria, aspecto crucial en áreas 

orientadas a la eliminación de malaria. 

 

 

 

 

Palabras claves: Amazonas, Malaria, MG-LAMP, PCR en tiempo real, Diagnóstico molecular, 

Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. 
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Abstract 

 

Malaria remains a public health challenge in Peru, particularly in the Amazon. Between 2022 

and 2023, 49,405 cases were reported nationwide, highlighting the urgent need for accessible 

and accurate diagnostic methods in resource-limited areas. In this context, the present study 

conducted the validation and evaluation of the B&S MG-LAMP technique, a simplified 

method that combines boiling and centrifugation (B&S) for DNA extraction, followed by 

loop-mediated isothermal amplification with malachite green (MG-LAMP), compared to 

real-time PCR as the reference technique. 

For laboratory-level validation, 50 positive samples (confirmed by real-time PCR for P. vivax 

or P. falciparum) and 50 negative samples were analyzed, sourced from communities in the Río 

Santiago district, in the Amazonas region. Subsequently, field evaluation was conducted using 

252 samples collected from the communities in the same district, specifically in Nueva 

Esperanza, Chosica, and Caterpiza. The amplification by MG-LAMP was carried out in a mini 

thermal cycler, and the results were interpreted through colorimetry and visual observation, 

considering independent evaluators. The results demonstrated that B&S MG-LAMP surpassed 

the detection limit of real-time PCR, detecting up to 1 parasite/μL (compared to 2.5 p/μL for 

real-time PCR) for the identification of Plasmodium spp. For species differentiation (P. vivax 

and P. falciparum), both techniques achieved a detection limit of 2.5 p/μL. The method 

exhibited a sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative predictive 

value (NPV) of 100%, and perfect agreement (kappa = 1). The field evaluation maintained 

a sensitivity of 100% and a specificity of 99.15% for Plasmodium spp. and P. vivax, with a PPV 

of 89.47% and an NPV of 100% for both, along with high concordance (kappa = 0.92). 

However, no positive cases of P. falciparum were detected in the evaluated samples, which 

prevented the calculation of the diagnostic parameters for this species. Therefore, the 

implementation of MG-LAMP as a diagnostic tool for malaria could be key in endemic areas, 

as it combines high sensitivity to detect infections with low parasitic load, a crucial aspect in 

areas aimed at malaria elimination. 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: Amazon, Malaria, MG-LAMP, Real-time PCR, Molecular Diagnosis, Plasmodium 

falciparum, and Plasmodium vivax. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La malaria sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los 

países en desarrollo, especialmente en regiones tropicales y subtropicales. Según el 

Informe Mundial sobre la Malaria 2024 de la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

en 2023 se registraron aproximadamente 263 millones de casos y cerca de 597 000 

muertes en 83 países, lo que representa un aumento en comparación con el año anterior. 

La transmisión se lleva a cabo a través de la picadura de un mosquito hembra 

perteneciente al género Anopheles (Oberstaller et al., 2021), siendo Plasmodium 

falciparum, Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y 

Plasmodium vivax las especies causantes de esta enfermedad en el hombre (Varo et al., 

2020). 

Esta enfermedad se encuentra en la mayoría de las zonas tropicales en todo el mundo, a 

pesar de que ha mostrado una disminución en su frecuencia en los últimos años, continúa 

siendo un desafío de salud pública en todas las áreas donde la enfermedad es endémica. 

(Hernández et al., 2020). Los avances en el diagnóstico contra la malaria en los 

programas de eliminación, buscan mejorar la capacidad de detección mediante métodos 

cada vez más simples y efectivos, que puedan ser aplicados con facilidad para alcanzar 

el objetivo vital de aumentar la sensibilidad de la microscopía y emplear pruebas 

ultrasensibles de última generación para el diagnóstico rápido (Fitri et al., 2022 y INS, 

2010). 

En los puestos de salud, la microscopía se utiliza como técnica de referencia para el 

diagnóstico de la malaria. Esta técnica facilita la identificación y la evaluación 

cuantitativa de los parásitos presentes en la muestra de sangre (WHO, 2019). No 

obstante, esta técnica tiene un límite de detección de 50 a 100 parásitos/μL, lo que 

implica que infecciones por debajo de este límite podrían no ser detectadas, siendo 

denominadas infecciones submicroscópicas o falsos negativos (Joanny et al., 2014). El 

uso de la microscopía demanda la presencia de profesionales capacitados o 

especializados para asegurar resultados de calidad (Baum et al., 2015). Una alternativa 

son las pruebas de diagnóstico rápido (PDR), ya que identifican antígenos específicos 

del parásito y proporcionan resultados en poco tiempo, pero una de las desventajas es 

que son poco sensibles y tienen un límite de detección que oscila entre 100 a 200 

parásitos/μL (WHO, 2019 y Mwesigwa et al., 2019). Además, en el Perú se ha registrado 

una alta prevalencia de parásitos Plasmodium falciparum con deleciones en los genes 

pfhrp2 y pfhrp3, lo que impide la producción de los antígenos HRP2 y HRP3, blancos 
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principales de muchas PDR (Thomson et al., 2020). Estas deleciones pueden causar 

resultados falsos negativos; sin embargo, es relevante destacar que en Perú las PDR 

basadas en HRP2 nunca se han utilizado como método diagnóstico rutinario (Cabrera et 

al., 2024). 

Estudios previos revelan que la Reacción en Cadena Polimerasa (PCR) y el PCR en 

tiempo real son técnicas sensibles para malaria, ya que tienen la capacidad de detectar 

hasta 1 parásito/µL para Plasmodium spp. y de 1 a 5 parásitos/µL para P. vivax y P. 

falciparum, respectivamente (Wang et al., 2014). Sin embargo, estas técnicas son muy 

costosas respecto a los reactivos y equipos requeridos para llevar a cabo estos 

procedimientos (Aschar et al., 2022). 

Por tanto, existe una necesidad de métodos alternativo que mantengan la misma 

sensibilidad que la PCR pero que sean fáciles de implementar en áreas remotas, donde 

los centros de salud cuenten con infraestructura mínima o incluso carezcan de ella. Una 

de estas alternativas es el sistema LAMP (Amplificación Isotérmica Mediada por 

Bucle), método que fue inicialmente descrito por Notomi en el año 2000 (Notomi et al., 

2000), como una técnica innovadora para la amplificación del ADN. LAMP se 

caracteriza por su eficiencia, rapidez y fácil manejo, ya que se lleva a cabo bajo 

condiciones isotérmicas, no requiere de equipos costosos y puede ser implementada en 

regiones endémicas (Gonzales, 2021). Los ensayos basados en LAMP, fueron creados 

para abordar la necesidad de contar con una prueba sensible que pudiera ser utilizada en 

entorno de campo para diferentes enfermedades, incluyendo la malaria (Krampa et 

al.,2017). A diferencia de otras técnicas moleculares, la técnica LAMP se realiza a una 

temperatura constante entre 60 y 65 °C, y no es necesario una desnaturalización térmica 

para iniciar la amplificación (Picot et al., 2020). Además, esta técnica utiliza un conjunto 

de cuatro a seis primers o cebadores, lo que mejora la especificidad de la reacción. Otra 

característica es la generación de turbidez debido a la formación de un subproducto de 

pirofosfato de magnesio, cuya intensidad está directamente vinculada a la cantidad de 

ADN que se ha amplificado y es visualmente interpretado por el operador, a esta 

aparición de precipitado se le considera como una reacción positiva (Lucchi et al., 2010). 

Recientemente, se ha implementado el uso de tintes colorimétricos como método de 

lectura en los ensayos LAMP, ofreciendo una medida más objetiva y precisa. Por 

ejemplo, el colorante verde malaquita, indicador de pH, facilita la lectura basada en 

colorimetría y su aplicación en los ensayos LAMP ocasiona que las muestras 
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amplificadas mantengan un color verde azulado, mientras que las muestras no 

amplificadas se observan incoloras (Lucchi et al., 2016 y Barazorda et al., 2021). 

En el Perú, la malaria es una enfermedad endémica en la región de la cuenca amazónica, 

así como en los valles occidentales de la costa norte e incluso en los valles interandinos 

hasta altitudes de 2,300 metros sobre el nivel del mar (MINSA, 2020). Según la sala 

situacional de enfermedades metaxénica (MINSA, 2024), se han reportado 33904 casos 

de malaria en el 2024 de los cuales, 84.35 % corresponde a P. vivax (27756 casos), 

15.39 % a P. falciparum (6136 casos) y 0.26 % a P. malariae (12 casos). Los casos de 

malaria evidencian cifras más elevadas en la región de Loreto, que representa el 96,71 

% de los casos reportados en el país y otras regiones como Ayacucho (1.32 %), 

Amazonas (0. 66 %), Junín (0. 66 %) y San Martín (0.66 %) durante el 2024 (CDC, 

2024). Ante esta realidad, el Perú ha puesto en marcha el Plan de Eliminación de la 

Malaria 2022–2030, que busca reducir y eventualmente erradicar la transmisión de esta 

enfermedad. Este plan contempla tres fases. La primera está orientada a aplicar 

estrategias ya validadas en zonas con alta o muy alta transmisión, ajustando las 

intervenciones según el riesgo y las características de cada comunidad. La segunda fase 

se enfoca en abordar la malaria asintomática, especialmente en zonas donde la 

prevalencia ha disminuido, incorporando nuevas herramientas diagnósticas que 

permitan detectar casos ocultos. Finalmente, la tercera fase busca eliminar los focos 

residuales de transmisión, reforzando la detección activa de casos y la respuesta rápida 

ante brotes (MINSA, 2022). 

La región Amazonas ocupa el tercer lugar a nivel nacional en incidencia de malaria, con 

la mayor concentración de casos en la provincia de Condorcanqui (CDC, 2024). Esta 

provincia, unas de las más afectadas por la enfermedad, alberga más de 300 

comunidades indígenas (mayoría de ellos miembros de las etnias Awajun y Wampis) 

con una población aproximada de 42.700 personas (Pajuelo et al., 2022). Condorcanqui 

se caracteriza por altos niveles de vulnerabilidad social, ya que muchas de sus 

comunidades indígenas carecen de servicios básicos como agua potable, saneamiento y 

energía eléctrica (Montenegro et al., 2019). Dentro de sus tres distritos (Nieva, Río 

Santiago y Cenepa), Río Santiago reporta alrededor del 95 % de los casos reportados en 

la provincia (Saavedra et al., 2024). Hasta el año 2018, la especie predominante era P. 

vivax; sin embargo, en 2019 se reintrodujo P. falciparum, lo que provocó un aumento 

notable en la incidencia de la enfermedad, con un número de casos hasta 2.6 veces mayor 

en relación con años anteriores (Montenegro et al., 2019). 
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Por ello, la ejecución del presente estudio en la región de Amazonas, tiene como objetivo 

validar el ensayo molecular B&S MG-LAMP para la detección de Plasmodium spp. en 

muestras provenientes de las comunidades del distrito Río Santiago, Condorcanqui, 

Amazonas y se plantearon tres objetivos específicos orientados a evaluar la utilidad del 

método B&S MG-LAMP en el diagnóstico molecular de la malaria, i) se buscó validar 

esta técnica utilizando muestras de sangre obtenidas mediante colecta pasiva del 

biobanco del Laboratorio de Epidemiología Molecular y Genómica del Instituto de 

Investigación de Enfermedades Tropicales (IET-UNTRM), ii) se propuso determinar el 

grado de concordancia entre el método B&S MG-LAMP y la PCR en tiempo real para 

el diagnóstico diferencial de P. vivax y P. falciparum y iii) se evaluó la aplicabilidad del 

B&S MG-LAMP en muestras de sangre recolectadas activamente en una comunidad 

endémica, con el fin de explorar su desempeño en un entorno real de transmisión. 

Además, la aplicación de esta técnica en áreas rurales ayudaría en el diagnóstico de la 

enfermedad, permitiendo un tratamiento adecuado y oportuno. 
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II. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1. Área de estudio 

 

El estudio se llevó a cabo en el distrito de Río Santiago, que se caracteriza por un 

clima tropical húmedo con temperaturas que pueden llegar hasta los 35 °C. El 

distrito registra una precipitación anual promedio de aproximadamente 4800 mm y 

una humedad relativa que supera el 90%. Aunque la temporada de lluvias suele ser 

entre octubre a diciembre, en algunos casos puede prolongarse hasta mayo 

(Montenegro et al., 2021). 

 

Figura 1. Localización de las comunidades de estudio: 

Caterpiza, Chosica y Nueva Esperanza, en el distrito de 

Rio Santiago, provincia de Condorcanqui, departamento 

de Amazonas. Fuente: elaboración propia partir de 

coordenadas geográficas y generado con el software 

ArcGIS 10.8. 
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2.2. Colecta de muestra 

 

En el presente estudio se utilizaron un conjunto de muestras para cada etapa y la 

población estuvo conformada por pobladores de las comunidades del distrito de Río 

Santiago, Condorcanqui, Amazonas. 

a) Cepas referenciales 

 

Se utilizaron cepas de referencia como controles positivos de P. falciparum 

(3D7) y P. vivax (Sal 1) con una concentración inicial de 1000 parásitos/μL, 

gentilmente donadas por el Centro de Investigación de Enfermedades 

Tropicales de la Marina de los Estados Unidos (NAMRU SOUTH) y del 

servicio de Parasitología Nacional de Evaluación de la Calidad Externa del 

Reino Unido (UKNEQAS), respectivamente; con la finalidad de evaluar el 

límite de detección de las pruebas tanto por PCR en tiempo real y B&S MG- 

LAMP. 

b) Muestras sanguíneas clasificadas en grupos de infecciones positivas y 

negativas empleadas para la validación de la técnica B&S MG-LAMP 

Se seleccionaron aleatoriamente 100 muestras (50 muestras positivas y 50 

muestras negativas confirmadas por PCR en tiempo real), proveniente del 

biobanco del laboratorio de epidemiología molecular y genómica del Instituto 

de Investigación de Enfermedades Tropicales (IET) de la UNTRM. 

La validación de B&S MG-LAMP fue a ciegas (el evaluador desconocía el 

resultado previo por PCR en tiempo real), se siguió las directrices para la 

validación y verificación de los procedimientos de análisis cualitativos en los 

laboratorios clínicos, que se encuentran descritos en el Instituto Nacional de 

Calidad (INACAL, 2024), según el protocolo DA-acr-24D. 

c) Muestras de colecta pasiva empleadas en la evaluación de la técnica B&S 

MG-LAMP 

Se utilizaron 252 muestras sanguíneas colectadas en las comunidades nativas 

de Caterpiza (n= 135), Chosica (n= 92) y Nueva Esperanza (n= 25) localizadas 

en el distrito de Río Santiago, provincia de Condorcanqui, departamento de 

Amazonas, Perú. 

El tamaño muestral fue determinado mediante el software Epidat 4.2, 

asumiendo una sensibilidad de 96,9 %, especificidad de 91,9 % y un nivel de 

confianza de 95 % según estudios previos realizados por Barazorda et al., 2021. 
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2.3. Límite de detección (LOD) 

 

Para evaluar los límites de detección (LoD), se prepararon y utilizaron diluciones 

en serie de las cepas de control de Plasmodium descrita previamente con 

densidades parasitarias conocidas por triplicado siguiendo la misma metodología 

descrita por Barazorda et al. (2021). Se utilizaron cepas de referencia como 

controles positivos de P. falciparum (3D7) y P. vivax (Sal 1) con una 

concentración inicial de 1000 parásitos/μL. A partir de esta concentración, se 

realizaron diluciones individuales para obtener concentraciones finales de 1000, 

100, 10, 5, 2.5, 1.25, 1, 0.5 y 0.25 parásitos/μL (Figura 2). 

 

Figura 2. Flujograma del Límite de detección (LoD) de ambas técnicas, PCR en 

tiempo real y MG-LAMP. Creado con BioRender.com 

 

2.4. Validación del método B&S MG-LAMP utilizando muestras de sangre total. 

 

2.4.1. Extracción del ADN a partir de sangre total por método de ebullición y 

centrifugado (B&S) 

La extracción del ADN para todas las muestras de sangre total (colectadas a 

partir de punción dactilar en tubos pediátricos con EDTA), se realizó 

mediante el método de ebullición y centrifugado B&S (del inglés Boil & 

Spin) descrito por Lucchi et al. (2016) y Barazorda et al. (2021) según el 

siguiente procedimiento: 

1) Se añadió 60 µL de la solución de extracción (8 mM tris-HCL pH 7.5, 

0.08 NaCl, SDS 10%) (anexo 1) en un tubo de 1.5 mL y una alícuota de 



23 

 

 

60 µL de sangre total. Luego mezclamos el contenido por pipeteo por 10 

veces. 

2) Se colocó el tubo de extracción en el termobloque a una temperatura de 

95°C durante 5 minutos. 

3) Al terminar el tiempo de incubación, inmediatamente se removieron los 

tubos del termobloque y se centrifugaron las muestras a 14,000 g por 3 

minutos. 

4) Se transfirió 30 µL del sobrenadante a un microtubo nuevo y se añadió 

90 µL de agua grado molecular. Luego se homogenizó y mezcló por 

pipeteo por 10 veces para diluir el ADN de la muestra. 

5) El ADN extraído se utilizó inmediatamente para las reacciones de 

amplificación; el volumen restante se almacenó a -20 °C. 

2.4.2. Ensayo de la técnica B&S MG-LAMP, dirigido a la β-actina humana, 

como control de la reacción. 

En este ensayo molecular B&S MG-LAMP para detectar Plasmodium 

spp. en muestras de sangre, se utilizó la β-actina humana como control 

de reacción o control interno. La β-actina humana es un gen muy 

conservado que codifica una de las proteínas estructurales más 

abundantes del citoesqueleto en las células eucariotas. Como se expresa 

de forma constante en casi todos los tipos de células humanas, se utiliza 

con frecuencia como gen de referencia o control endógeno en técnicas de 

biología molecular. La detección del gen de β-actina en una muestra 

indica que hay presencia de material genético humano y que el proceso 

de extracción de ácidos nucleicos se realizó correctamente (Ramírez et 

al., 2024). Por eso, su presencia funciona como una señal de que la 

muestra es válida y puede ser usada con confianza en análisis posteriores. 

Se realizó un master mix con un volumen final de 25 μl, siguiendo el 

protocolo de Ramírez et al. (2024) con algunas modificaciones. 

Utilizando el buffer LAMP 2X (80 mM Tris-HCl pH 8.8, 40 mM KCl, 

32 mM MgSO₄, 20 mM (NH₄) ₂SO₄, 0.4% Tween-20, 3.0 M Betaína y 4 

mM de cada dNTP) cómo se detalla en el anexo 1, con colorante verde 

de malaquita a 0.2 % para la detección colorimétrica, 8 U/uL ADN 

polimerasa Bst (New England Biolabs), 10 μL ADN y un conjunto de 

seis cebadores específicos (FIP, BIP, F3, B3c, LPF y LPB) Tabla 1. 
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Tabla 1. Conjunto de seis cebadores de β-actina para la reacción de control interno del 

ensayo B&S MG-LAMP. Los primers de β-actina se basan en el gen de la β-actina humana. 

Primers β- 

actina 

humana 

 

Secuencias 

 

Referencias 

F3 TGCCCTCATTTCCCTCTCAG  

B3 TCTTCATTGTGCTGGGTGC  

FIP CGGATGTCCACGTCACACTTCACATGGAGTCCTGTGGCATC Ramírez et 

al., 2024 BIP TGTACGCCAACACAGTGCTGTCAGGGCAGTGATCTCCTTCTG 

LFP GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG  

LBP CACCACCATGTACCCTGGC  

 

La reacción LAMP se llevó a cabo a 66°C durante 30 minutos utilizando un 

minitermobloque (Biobase, incubadora de baño seco DBI-M) y, posteriormente, 

la enzima fue inactivada a 80°C durante 2 minutos. Los tubos de reacción PCR- 

LAMP se retiraron y se dejaron a temperatura ambiente durante 12 minutos antes 

de ser evaluados por dos observadores independientes. El master mix del ensayo 

para la reacción de control interno del ensayo B&S MG-LAMP se observa en la 

tabla 2. 

Los resultados positivos se interpretaron cuando se observó un color verde azulado 

claro, mientras que las muestras que permanecieron incoloras se consideraron 

negativas. 

Tabla 2. Master mix para la reacción de control interno del ensayo B&S MG- 

LAMP. 

 

Reactivos [ ] Final Rx Volumen:1 RX 

2X Buffer 1X 10 

FIP 1.6 µM 1.28 

BIP 1.6 µM 1.28 

F3 0.2 µM 0.16 

B3 0.2 µM 0.16 

LPF 0.4 µM 0.32 

LPB 0.4 µM 0.32 

0.2% Verde de Malaquita 0.008 % 0.4 

Polimerasa Bst 8 U/uL 0.8 

Agua de biología molecular - 0.28 

Total  15 uL 

[ ]: Concentración, Rx: Reacción 
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2.4.3. Ensayo MG-LAMP (Amplificación isotérmica mediada por bucle usando 

verde malaquita) para la detección de Plasmodium spp, P. falciparum y P. 

vivax 

El ensayo MG-LAMP se realizó con ADN extraído por B&S, de acuerdo con 

los protocolos previamente descritos con algunas modificaciones (Lucchi et al., 

2016 y Barazorda et al., 2021). Inicialmente, todas las muestras fueron 

evaluadas utilizando el ensayo MG-LAMP específico para el género 

Plasmodium. Cada reacción alcanzó un volumen final de 25 μl, conteniendo un 

buffer LAMP 2X y con colorante verde de malaquita a 0.2 % para la detección 

colorimétrica, 8 U/uL ADN polimerasa Bst (New England Biolabs), 10 μL 

ADN molde y un conjunto de seis cebadores específicos (FIP, BIP, F3, B3c, 

LPF y LPB) como se observa en la tabla 3 y 4. 

Tabla 3. Conjunto de seis cebadores para la identificación de Plasmodium spp para el ensayo 

B&S MG-LAMP. 

Primers 

Plasmodium spp 
Secuencias Referencia 

MitoGenus F3 TCGCTTCTAACGGTGAAC  

MitoGenus B3 AATTGATAGTATCAGCTATCCATAG  

MitoGenus FIP GGTGGAACACATTGTTTCATTTGATCTCATTCC 

AATGGAACCTTG 

 

 Barazorda et 

al., 2021 MitoGenus BIP GTTTGCTTCTAACATTCCACTTGCCCGTTTTGAC 

CGGTCATT 

MitoGenus LPF CACTATACCTTACCAATCTATTTGAACTTG  

MitoGenus LPB TGGACGTAACCTCCAGGC  

 

Tabla 4. Master mix específico para Plasmodium spp. 
 

Reactivos [ ] Final Rx Volumen:1 Rx 

2X Buffer 1X 10 

MitoGenus FIP 1.6 µM 1.28 

MitoGenus BIP 1.6 µM 1.28 

MitoGenus F3 0.2 µM 0.16 

MitoGenus B3 0.2 µM 0.16 

MitoGenus LPF 0.4 µM 0.32 

MitoGenus LPB 0.4 µM 0.32 

0.2% Verde de Malaquita 0.008 % 0.4 

Polimerasa Bst 8 U/uL 0.8 

Agua de biología molecular - 0.28 

Volumen total  15 uL 

[ ]: Concentración, Rx: Reacción 
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Aquellos que dieron positivo en la primera etapa fueron posteriormente analizados 

utilizando ensayos LAMP específicos para la identificación de P. falciparum y P. 

vivax. Se llevó a cabo en un volumen total de reacción de 25 μL que contenía el 

buffer 4X LAMP (80 mM Tris-HCl pH 8.8, 40 mM KCl, 32 mM MgSO₄, 20 mM 

(NH₄) ₂SO₄, 0.4% Tween-20, 3.0 M Betaína y 4 mM de cada dNTP) cómo se 

detalla en el anexo 2 y 3, con colorante verde de malaquita a 0.2 % para la 

detección colorimétrica, 8 U/uL ADN polimerasa Bst (New England Biolabs), 10 

μL ADN molde y un conjunto de seis cebadores específicos (FIP, BIP, F3, B3c, 

LPF y LPB) como se observa en la tabla 5 y 6. Se utilizaron como controles 

positivos a la cepa 3D7 (P. falciparum) y Sal 1 (P. vivax). 

De este modo, las mezclas de las reacciones se observan en la tabla 7 y 8. Todas 

las reacciones de amplificación se llevaron a cabo durante 60 minutos a 63 °C 

utilizando un minitermobloque y se dejaron enfriar a temperatura ambiente 

durante 12 min. Las muestras que dieron positivo mantuvieron un color verde 

malaquita claro o azulado, mientras que las muestras negativas perdieron su color 

(incoloro). 

El Flujograma de la validación del ensayo MG-LAMP se resume en la figura 3. 

 

 

Tabla 5. Conjunto de seis cebadores para la identificación de Plasmodium falciparum para el 

ensayo B&S MG-LAMP. 

 

Primers 

Plasmodium 

falciparum 

 

Secuencias 

 

Referencia 

Pf F3 GAGGTGAAATTCTAAGATTTTCT  

Pf B3c TTCCGTCAATTCTTTTAACTTTC  

Pf FIP CACCTAGTCGGTATAGTTTATGGTGCCTAATCT 

ATTTCCATTAAT 

 

 Yamamura 

et al., 2009 Pf BIP GTAGCATTTCTTAGGGAATGTTGGCCCCAGAAC 

CCAAAGACTTTGA 

Pf LPF GGTATCTGATCGTCTTCACTCCC  

Pf LPB GAATTGCTTCCTTCAGTACCTTA  
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Tabla 6. Conjunto de seis cebadores para la identificación de Plasmodium vivax para el ensayo 

B&S MG-LAMP. 

 

Primers 

Plasmodium vivax 
Secuencias Referencia 

Pv F3 TCTGTTGGTGGAGTAGATCC  

Pv B3c CCTACGTTTTGGTGAATCG  

Pv FIP ATATGGTCTCTCGACACGGCCAAATTGCCATCA 

TCTTCAC 

 

 Patel et al., 

2013 Pv BIP TGTGCCCACCCACATACTTGGGGAAATGTTAAT 

GGGGATGT 

Pv LPF AGGCTACTTCTTTTGCTCC  

Pv LPB ACTTACAGTGCTGTAGAGA  

 

 

 

Tabla 7. Master mix específico para Plasmodium falciparum 

 

Reactivos [ ] Final Rx Volumen:1 RX 

4X Buffer 1X 5 

Pf FIP 2.4 µM 1.44 

Pf BIP 2.4 µM 1.44 

Pf F3 0.53 µM 0.32 

Pf B3c 0.53 µM 0.32 

Pf LPF 1.87 µM 1.12 

Pf LPB 1.87 µM 1.12 

Agua de biología molecular - 3.04 

0.2 % Verde de Malaquita 0.0053 % 0.4 

Polimerasa Bst 6.4 U/uL 0.8 

Volumen total  15 uL 

[ ]: Concentración, Rx: Reacción 
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Tabla 8. Master mix específico para Plasmodium vivax 

 

Reactivos [ ] Final Rx Volumen:1 RX 

4X Buffer 1X 5 

Pv FIP 3.2 µM 1.92 

Pv BIP 3.2 µM 1.92 

Pv F3 0.53 µM 3.2 

Pv B3c 0.53 µM 3.2 

Pv LPF 2.13 µM 1.28 

Pv LPB 2.13 µM 1.28 

Agua de biología molecular - 1.76 

0.2 % Verde de Malaquita 0.0053 % 0.4 

Polimerasa Bst 6.4 U/uL 0.8 

Volumen total  15 uL 

[ ]: Concentración, Rx: Reacción 
 

 

 

Figura 3. Flujograma de la validación del ensayo MG-LAMP. Creado con BioRender.com 
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2.5. Determinación del grado de concordancia entre la técnica B&S MG-LAMP y 

PCR en tiempo real para el diagnóstico diferencial molecular de Plasmodium 

spp., P. vivax y P. falciparum 

El protocolo de PCR en tiempo real amplifica una secuencia de ADN ribosomal 

mediante la utilización de sondas de hidrólisis y partidores que se hibridan en una 

región consenso, siguiendo el protocolo de Rougemont et al. (2004). 

Se realizó la evaluación del ensayo B&S MG-LAMP comparándolo con la técnica 

molecular de PCR en tiempo real. Para la confirmación del control interno y las 

especies de Plasmodium spp. por PCR en tiempo real, primero se realizó la extracción 

del ADN utilizando un kit comercial (QIAamp DNA Mini Kit-250 Cat.N0.51306). 

Luego se realizó la confirmación del control interno y de Plasmodium spp. con 

algunas modificaciones en las condiciones de PCR y master mix para la detección de 

especies (tabla 9 y 10). Se consideró la reacción por duplicado, incluyendo el control 

de extracción, control negativo, controles positivos (cepa 3D7: P. falciparum y cepa 

Sal1: P. vivax), y finalmente, un control de reactivo. 

Tabla 9. Primers, condiciones de PCR y Master Mix para la detección de 

Plasmodium spp. mediante PCR en tiempo real. 

 Plasmodium spp 

Primers  

Forward: Plasmo 

1 
5’-GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3’ 

Reverse: Plasmo 2 5’-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3’ 

Sondas  

Plasprobe 

5’FAM- 

ACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAG - 

TAMRA-3’ 

Condiciones de la PCR 

Denaturación 

inicial 
95°C x 10 min 

Denaturación 95°C x 15 s 

Hibridación 56.3°C x 30 s 

Extensión 60°C x 1 min 

N° de ciclos 40 

Extensión final oo 

Master mix (concentración final) 

Master mix 

(Taqman) 
1X 

Probe 0.08 uM 

Primers 0.5 uM 

Kit RNasaP* 0.5X 

DNA 5 uL 

Volumen total 20 uL 

*Kit de control interno (partidores y sonda) a concentración 20X. 
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Tabla 10. Primers, condiciones de PCR y Master Mix para la detección de P. 

falciparum y P. vivax mediante PCR en tiempo real. 

 

 Plasmodium falciparum/vivax 

Primers  

Forward: Plasmo 1 5’-GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3’ 

Reverse: Plasmo 2 5’-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3’ 

Sondas  

Falcprobe 
5’VIC-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT- 

TAMRA-3’ 

Vivprobe 
5’FAM-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT 

TAMRA-3’ 

Condiciones de la PC  

Denaturación inicial 95°C x 10 min 

Denaturación 95°C x 15 s 

Hibridación 56.3°C x 30 s 

Extensión 60°C x 1 min 

N° de ciclos 40 

Extensión final oo 

Master mix (concentración final) 

Master mix (Taqman 1X 

Probe 0.08 uM 

Primers 0.2 uM 

DNA 5 uL 

Volumen total 20 uL 

 

2.6. Evaluación del método B&S MG-LAMP en muestras de sangre de colecta activa. 

Posterior a la validación en laboratorio, se llevó a cabo la evaluación en campo, para 

lo cual se colectaron 252 muestras de sangre en las comunidades nativas: Caterpiza 

(n= 135), Chosica (n= 92) y Nueva Esperanza (n= 25), distrito de Río Santiago, 

provincia de Condorcanqui, región de Amazonas, Perú. Se registró un código, el sexo, 

la edad y el cuadro clínico de cada paciente en caso presente. 

Todas las muestras fueron analizadas siguiendo el procedimiento previamente descrito 

en la validación como se resumen en la figura 4. Los resultados de la B&S MG-LAMP 

y PCR en tiempo real se evaluaron los mismos parámetros. 
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Figura 4. Flujograma de la evaluación de la prueba MG-LAMP. Creado con 

BioRender.com 

 

2.7. Análisis estadísticos 

Se evaluó el límite de detección (LoD) de Plasmodium spp, P. falciparum y P. 

vivax entre las pruebas moleculares: PCR en tiempo real y B&S MG-LAMP. 

Para la validación en el laboratorio, se evaluó la precisión de la prueba B&S 

MG-LAMP, bajo las mismas condiciones de operación en un periodo corto de 

tiempo según el protocolo de evaluación de la precisión de los procedimientos 

de medición cuantitativa (CLSI la EP5.A3). 

Los datos fueron analizados utilizando la versión 4.3.2 del software estadístico 

R-studio. Tanto para validación en el laboratorio y evaluación en campo, se 

realizó el cálculo de sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo 

(VPP), el valor predictivo negativo (VPN) de la prueba B&S MG-LAMP 

comparada con la PCR en tiempo real (Tabla 11). Se determinó el grado de 

concordancia mediante el índice Kappa de Cohen, teniendo en cuenta el efecto 

aleatorio y se evaluó el área bajo la curva ROC para B&S MG-LAMP. Las 

medidas fueron calculadas con un intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 

%), siguiendo la directriz para la validación y verificación de procedimientos 

de análisis cualitativos en los laboratorios clínicos (INACAL, 2024), según el 

protocolo DA-acr-24D. 
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Tabla 11. Cálculo de sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo positivo (VPP), 

Valor Predictivo Negativo (VPN) 

MÉTODO COMPARADOR 

  
Presencia Ausencia Total 

Método candidato POSITIVO a b r 

 
NEGATIVO c d s 

  
t u n 

a: Número de resultados donde ambas pruebas son positivas. 

b: Número de resultados donde el método candidato es positivo, pero el comparativo es negativo. 

c: Número de resultados donde el método candidato es negativo, pero el comparativo es positivo 

d: Número de resultados donde ambos métodos son negativos. 

r: Sumatoria de los resultados obtenidos en a y b. 

s: Sumatoria de los resultados obtenidos en c y d. 

t: Sumatoria de los resultados obtenidos en a y c. 

u: Sumatoria de los resultados obtenidos en b y d. n: Total de muestras analizadas. 

Sensibilidad (S): [a/a+c] x 100 % Valor predictivo positivo (VPP): [a/a+b] x 100 % 

Especificidad (E): [d/b+d] x 100 % Valor predictivo negativo (VPN):): [d/c+d] x 100 % 

 

 

2.8. Aspectos Éticos 

 

Para el desarrollo del presente trabajo de investigación, se respetó la 

confidencialidad de la información de los usuarios afectados y las muestras se 

usaron sólo con fines académicos y científicos. Cuenta con aprobación del 

Comité Institucional de Ética de la Investigación de la Universidad Nacional 

Toribio Rodríguez de Mendoza (CIEI-N° 00103) por el proyecto de 

investigación titulado “Validación de la amplificación isotérmica mediada por 

bucle de verde malaquita mediante ebullición y centrifugado (B&S MG- 

LAMP) para la detección de Plasmodium spp.” (Anexo 4). 
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III. RESULTADOS 

3.1. Límite de detección (LoD: Limit of detection) 

Se calculó mediante diluciones seriadas de muestras con concentraciones 

parasitarias conocidas (1000 parásitos/uL) correspondientes a dos cepas 

referencia: 3D7 (P. falciparum) y Salv1 (P. vivax). A partir de estas, se 

determinó el límite detección para dos métodos moleculares. La PCR en tiempo 

real alcanzó un LoD de 2.5 parásitos/µL, mientras que la técnica B&S MG- 

LAMP mostró un LoD de 1 parásito/µL para la detección de Plasmodium spp. 

(Figura 5). Para garantizar la reproducibilidad y robustez de los resultados, 

además de repetir el ensayo de PCR en tiempo real, se realizó una verificación 

independiente con un operador diferente, obteniéndose resultados consistentes 

con los previamente obtenidos, lo que refuerza la confiabilidad de la técnica 

B&S MG-LAMP. 
 

Figura 5. Límite de detección (LoD) de las técnicas de PCR en tiempo 

real y MG-LAMP diseñadas específicamente para la detección 

de Plasmodium spp (cepa 3D7). A. Curvas de amplificación por PCR 

en tiempo real generadas a partir de diluciones seriadas, con detección 

positiva en concentraciones que van desde 1000 hasta 2.5 parásitos/μl. 

B. Resultados colorimétricos del ensayo MG-LAMP, la presencia de 

coloración indica una reacción positiva, con un límite de detección de 

hasta 1 parásito/μl. La ausencia de coloración corresponde a una 

reacción negativa. CN: Control negativo. 

A 

B 
103 102 10 5 2.5 1.25 1 0.5  0.25 CN 
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En cuanto a la detección de especies de P. falciparum y P. vivax, ambas 

técnicas mostraron un LoD de 2.5 parásitos/µL para cada especie (Figura 6 y 

7). 
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Figura 6. Límite de detección (LoD) de las técnicas de PCR en tiempo real 

y MG-LAMP diseñadas específicamente para la detección de P. vivax (cepa 

SAL 1). A. Curvas de amplificación por PCR en tiempo real generadas a partir 

de diluciones seriadas, con detección positiva en concentraciones que van 

desde 1000 hasta 2.5 parásitos/μl. B. Resultados colorimétricos del ensayo 

MG-LAMP, la presencia de coloración indica una reacción positiva, con un 

límite de detección de hasta 2.5 parásitos/μl. La ausencia de coloración 

corresponde a una reacción negativa. CN: Control negativo. 

103 102 
10 5 2.5 1.25 1 0.5 0.25 CN 
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Figura 7. Límite de detección (LoD) de las técnicas de PCR en tiempo real y 

MG-LAMP diseñadas específicamente para la detección de P. falciparum 

(cepa 3D7). A. Curvas de amplificación por PCR en tiempo real generadas a 

partir de diluciones seriadas, con detección positiva en concentraciones que 

van desde 1000 hasta 2.5 parásitos/μl. B. Resultados colorimétricos del ensayo 

MG-LAMP, la presencia de coloración indica una reacción positiva, con un 

límite de detección de hasta 2.5 parásitos/μl. La ausencia de coloración 

corresponde a una reacción negativa. CN: Control negativo. 

103 102 10 5 2.5 1.25 1 0.5  0.25 CN 
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3.2. Validación del método B&S MG-LAMP utilizando muestras de sangre obtenidas 

de colecta pasiva. 

3.2.1. Gen de la β-actina humana (Control interno de la reacción) 

La técnica B&S MG-LAMP fue realizada con un total de 100 muestras 

procesadas a través del método de extracción B&S. En todas las muestras 

analizadas no se observó cambio de color, lo que señala una correcta 

extracción del ADN. Como parte del control del ensayo Gen de la β-actina 

humana, se incluyeron un control negativo (sin ADN) y un control de 

reactivo, los cuales, si evidenciaron un cambio de color, volviéndose 

transparentes, confirmando la eficacia del sistema como control negativo. En 

paralelo, se realizó la PCR en tiempo real utilizando como control interno el 

gen humano RNaseP, la cual mostró amplificación en las 100 muestras 

analizadas, confirmando la integridad y calidad del ADN extraído (Figura 8). 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M 7 CE CR 

Figura 8. Curvas de amplificación obtenidas mediante PCR en tiempo real 

(A) y B&S MG-LAMP (B) para la detección del gen β-actina humana como 

control interno. A Curvas de amplificación por PCR en tiempo real para la 

detección de RNasa P, generadas a partir de muestras obtenidas mediante 

colecta pasiva. B. Amplificación de B&S MG-LAMP para la detección de 

β-actina humana mostró resultados positivos en las muestras obtenidas, 

Muestras: [M1 al M100]. Se utilizaron los controles: Control de Extracción 

(CE) y Reactivo (CR) resultaron negativos. 
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3.2.2. B&S MG-LAMP y PCR en tiempo real para el diagnóstico diferencial 

molecular de Plasmodium spp., P. vivax y P. falciparum. 

Se utilizaron 100 muestras en este estudio, las cuales fueron analizadas 

mediante las técnicas MG-LAMP y PCR en tiempo real para la detección de 

Plasmodium spp., P. vivax y P. falciparum. 

De las 100 muestras analizadas, 50 resultaron positivas y 50 negativas en 

ambas técnicas para Plasmodium spp. En cuanto a la identificación específica 

de especies, se detectaron 13 muestras positivas para P. falciparum y 37 para 

P. vivax utilizando ambas metodologías, confirmando así la capacidad de las 

técnicas para diferenciar las especies de Plasmodium de manera precisa y 

confiable (Figura 9, 10 y 11) 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 CN CP 

Figura 9. Curvas de amplificación obtenidas mediante PCR en tiempo real (A) 

y B&S MG-LAMP (B) para la detección de Plasmodium spp. A. Curvas de 

amplificación por PCR en tiempo real para la detección de Plasmodium spp, 

generadas a partir de muestras obtenidas mediante colecta pasiva. B. 

Amplificación de B&S MG-LAMP para la detección de Plasmodium spp, 

mostró resultados positivos en las muestras obtenidas, Muestras: [M1 al M100]. 

Se utilizaron los controles: Control Negativo (CN) y Positivo (CP). 
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Figura 10. Curvas de amplificación obtenidas mediante PCR en tiempo real (A) 

y B&S MG-LAMP (B) para la detección de Plasmodium vivax. A Curvas de 

amplificación por PCR en tiempo real para la detección de Plasmodium vivax, 

generadas a partir de muestras obtenidas mediante colecta pasiva. B. 

Amplificación de B&S MG-LAMP para la detección de Plasmodium vivax, 

mostró resultados positivos en las muestras obtenidas, Muestras: [M1 al M100]. 

Se utilizaron los controles: Control Negativo (CN) y Positivo (CP). 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 CN CP 
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Figura 11. Curvas de amplificación obtenidas mediante PCR en tiempo 

real (A) y B&S MG-LAMP (B) para la detección de Plasmodium 

falciparum. A Curvas de amplificación por PCR en tiempo real para la 

detección de Plasmodium falciparum, generadas a partir de muestras 

obtenidas mediante colecta pasiva. B. Amplificación de B&S MG-LAMP 

para la detección de Plasmodium falciparum, mostró resultados positivos 

en las muestras obtenidas [M1 al M100]. Se utilizaron los controles: 

Control Negativo (CN) y Positivo (CP). 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 CN CP 
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3.2.3. Cálculo de la Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN 

Se realizó el análisis de la sensibilidad y especificidad que tiene la prueba de 

B&S MG-LAMP para detectar al parásito en comparación a la prueba 

molecular PCR en tiempo real. 

Primero se llevó a cabo la detección del género Plasmodium spp. 

evidenciándose una alta sensibilidad, especificidad, VPP y VPN en la 

identificación del parásito (100%), respectivamente (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) 

y valor predictivo negativo (VPN) de la PCR en tiempo real y la B&S MG- 

LAMP para la detección de Plasmodium spp. Los resultados de la PCR en 

tiempo real se utilizaron como referencia para la comparación de los 

parámetros de rendimiento de ambas técnicas. 

PCR en tiempo real 

  Presencia Ausencia Total 

B&S MG- 

LAMP 
POSITIVO 50 0 50 

 
NEGATIVO 0 50 50 

  50 50 100 

S: 50/50 = 100 % 
E: 50 /50 = 100 % 

VPP: 50/50 = 100% 
VPN: 50 /50 = 100% 

 

 

Asimismo, se llevó a cabo un análisis específico por especies, en la cual la 

prueba B&S MG-LAMP mostró una sensibilidad, especificidad, VPP y VPN 

del 100 % tanto para P. falciparum como P. vivax (Tabla 13 y 14). 
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Tabla 13. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y 

valor predictivo negativo (VPN) de la PCR en tiempo real y la B&S MG-LAMP 

para la detección de P. falciparum. Los resultados de la PCR en tiempo real se 

utilizaron como referencia para la comparación de los parámetros de rendimiento 

de ambas técnicas. 

PCR en tiempo real 

  Presencia Ausencia Total 

B&S MG- 

LAMP 
POSITIVO 13 0 13 

 NEGATIVO 0 37 37 

  13 37 50 

S: 13/13 = 100 % 
E: 37 /37 = 100 % 

VPP: 13/13= 100% 
VPN: 37 /37 = 100% 

 

 

Tabla 14. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y 

valor predictivo negativo (VPN) de la PCR en tiempo real y la B&S MG-LAMP 

para la detección de P. vivax. Los resultados de la PCR en tiempo real se utilizaron 

como referencia para la comparación de los parámetros de rendimiento de ambas 

técnicas. 

PCR en tiempo real 

  Presencia Ausencia Total 

B&S MG- 

LAMP 
POSITIVO 37 0 37 

 NEGATIVO 0 13 13 

  13 37 50 

S: 37/37 = 100 % 
E: 13 /13 = 100 % 

VPP: 37/37= 100% 
VPN: 13 /13 = 100% 
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3.2.4. Precisión 

La precisión del ensayo B&S MG-LAMP se midió en términos de 

repetibilidad. Se calculó bajo las mismas condiciones de operación en un 

periodo corto de tiempo según el protocolo de evaluación de la precisión de 

los procedimientos de medición cuantitativa (CLSI la EP5.A3). Se evaluó 

utilizando una muestra de Plasmodium con un nivel de parasitemia (2.5 p/uL), 

por triplicado durante 5 días consecutivos en las mismas condiciones. La 

repetibilidad del ensayo para Plasmodium spp., P. falciparum y P. vivax 

mostró un 100 % de resultados positivos por triplicado en todas las muestras. 

Además, la repetibilidad en los resultados fue muy similar entre los tres 

operadores, lo que evidencia la robustez y confiabilidad del método (Tabla 

15). 

 

Tabla 15. Evaluación de la precisión en condición de repetibilidad, realizadas en las mismas 

condiciones de laboratorio, equipo, muestra, reactivo (lote/envase) y con diferentes 

operadores. 

 

Operador 1 Operador 2 Operador 3 

 Control 

Interno 

(5 p/uL) 

 

Resultados 

Control 

Interno 

(5 p/uL) 

 

Resultados 

Control 

Interno 

(5p/uL) 

 

Resultados 

Plasmodium spp Positivo  Positivo  Positivo  

P. falciparum Positivo  Positivo  Positivo  

P. vivax Positivo 100% Positivo 100% Positivo 100% 

CN Negativo  Negativo  Negativo  

CR Negativo  Negativo  Negativo  

 

3.3. Determinación del grado de concordancia entre la técnica B&S MG-LAMP 

y PCR en tiempo real para el diagnóstico diferencial molecular de 

Plasmodium spp., P. falciparum y P. vivax. 

3.3.1. Cálculo del índice de Kappa de Cohen 

Se realizó el cálculo del índice de Kappa de Cohen para la técnica B&S MG- 

LAMP utilizando la PCR en tiempo real como prueba de referencia. Nuestros 

resultados muestran que la técnica B&S MG-LAMP tuvo un 100 % de 

concordancia (kappa= 1.0) tanto para el género y especies, concluyendo una 

estimación del grado de acuerdo muy bueno (Tabla 16). 
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Tabla 16. Estimación del grado de acuerdo de ambas técnicas (PCR en tiempo 

real y B&S MG-LAMP, con un valor de kappa =1, existe una muy buena 

concordancia. 

Métrica Valor 

Acuerdo Observado (Po) 1.0 

Acuerdo Esperado (Pe) 0.5 

Índice de Kappa (K) 1.0 

 

3.3.2. Cálculo de la curva Receiver Operating Characteristic (ROC) 

Se realizó el desempeño diagnóstico de la prueba B&S MG-LAMP, se calculó 

la curva ROC utilizando como referencia los resultados de PCR en tiempo 

real. La curva ROC permitió determinar la capacidad discriminativa de la 

prueba, reflejando la relación entre la sensibilidad (Tasa de verdaderos 

positivos) y 1-especificidad (Tasa de falsos positivos). El área bajo la curva 

(AUC) fue 1 indicando una excelente capacidad de discriminación 

diagnóstico diferencial molecular de Plasmodium spp, P. vivax y P. 

falciparum (Figura 12). 

 

Figura 12. Gráfico de las Receiver Operating Characteristic (ROC) de la 

sensibilidad y especificidad del B&S MG-LAMP con PCR en tiempo real. 
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3.4. Evaluación del método B&S MG-LAMP en muestras de sangre de colecta 

activa proveniente de una comunidad endémica 

 

Se analizaron un total de 252 muestras de sangre total obtenidas mediante la 

colecta activa en las comunidades de Caterpiza (n= 135), Chosica (n= 92) y 

Nueva Esperanza (n= 25). Las muestras fueron evaluadas mediante el método 

B&S MG-LAMP, y sus resultados se compararon con la prueba molecular PCR 

en tiempo real. Se monitorizaron periódicamente la temperatura y la humedad 

durante las 24 horas de permanencia en la comunidad, alcanzando una 

temperatura máxima de 28,7 °C y una humedad máxima del 77 %. 

De las 252 muestras analizadas, el método B&S MG-LAMP identificó 19 

muestras positivas para Plasmodium spp y P. vivax, respectivamente, mientras 

que la microscopía detectó 10 casos positivos y la PCR en tiempo real detectó 

17. De los 19 casos positivos por B&S MG-LAMP, 17 coincidieron con los 

detectados por PCR en tiempo real, lo que demuestra una alta sensibilidad 

diagnóstica (Tabla 17). Se observó una concordancia completa entre los 

resultados de B&S MG-LAMP y PCR en tiempo real en 17 muestras. Sin 

embargo, en dos muestras adicionales, la técnica B&S MG-LAMP arrojó 

resultados positivos a P. vivax mientras que la PCR en tiempo real fue negativa. 

Adicionalmente, se realizó un proceso de concentración del ADN mediante 

SpeedVac con el objetivo de mejorar la sensibilidad de detección y se envió a 

dos laboratorios externos para su evaluación. Cabe destacar que ambas muestras 

fueron inicialmente reportadas como positivas tanto por microscopía como por 

el ensayo B&S MG-LAMP, lo que sugiere que esta última técnica podría ofrecer 

una mayor sensibilidad para la detección de infecciones submicroscópicas o de 

baja densidad parasitaria. Sin embargo, dado que en este estudio se consideró a 

la PCR en tiempo real como la técnica de referencia, dichos resultados fueron 

interpretados como falsos positivos. Aun así, no se descarta la posibilidad de que 

la técnica LAMP haya detectado niveles de ADN por debajo del límite de 

detección de la PCR en tiempo real y nested. 
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Tabla 17. Resumen de los resultados de detección de Plasmodium obtenidos con 

cada método 

 

 Microscopía 

de campo 

PCR en tiempo 

real 

B&S MG- 

LAMP 

Plasmodium spp 10 17 19 

P. vivax 10 17 19 

Negativo 242 235 233 

Total 252 252 252 

 

3.4.1. Cálculo de la Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN 

El análisis del desempeño diagnóstico del método B&S MG-LAMP para 

Plasmodium spp y P. vivax en comparación con la PCR en tiempo real como 

prueba de referencia, mostró una sensibilidad del 100 % y una especificidad 

del 99.15 %. El VPP fue de 89.47%, mientras que el VPN alcanzó el 100 %, 

confirmando la fiabilidad del método (Tabla18). 

Tabla 18. Sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y 

valor predictivo negativo (VPN) de la PCR en tiempo real y la B&S MG-LAMP. 

PCR en tiempo real 

  Presencia Ausencia Total 

B&S MG- 

LAMP 
POSITIVO 17 2 19 

 
NEGATIVO 0 233 233 

  17 235 252 

S: 17/17 = 100 % 
E: 233 /235 = 99,15 % 

VPP: 17/19= 89,47 % 

VPN: 233 /233 = 100 % 

 

 

3.4.2. Cálculo del índice de Kappa de Cohen 

Se evaluó el grado de concordancia entre el método B&S MG-LAMP y la PCR 

en tiempo real, considerada como prueba de referencia. Este análisis mostró un 

valor de K= 0,92, lo que indica una buena concordancia entre ambos métodos 

de diagnósticos como se observa en la tabla 19. 
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Tabla 19. Estimación del grado de acuerdo de ambas técnicas (PCR en tiempo 

real y B&S MG-LAMP, con un valor de kappa =0.92, existe una muy buena 

concordancia. 

Métrica Valor 

Acuerdo Observado (Po) 0.99 

Acuerdo Esperado (Pe) 0.86 

Índice de Kappa (K) 0,92 

 

3.4.3. Cálculo de la curva Receiver Operating Characteristic (ROC) 

La curva ROC se utilizó para evaluar la capacidad discriminativa del método 

B&S MG-LAMP frente a la PCR en tiempo real. El área bajo la curva (AUC) 

obtenida fue de 0,99, lo que indica un excelente desempeño diagnóstico (Figura 

13). Este valor refleja la alta sensibilidad y especificidad del método B&S MG- 

LAMP, confirmando su eficacia para diferenciar adecuadamente entre muestras 

positivas y negativas. 
 

Figura 13. Gráfico de las características operativas del receptor (ROC) de 

la sensibilidad y especificidad del B&S MG-LAMP en campo con PCR en 

tiempo real como prueba de referencia. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

En la actualidad, persiste la urgente necesidad de contar con métodos de diagnóstico 

de malaria más sensibles, accesibles y rápidos, especialmente en contextos donde 

los recursos son limitados. Las técnicas convencionales, como la microscopía y las 

pruebas de diagnóstico rápido (PDR), aunque ampliamente utilizadas, presentan 

limitaciones importantes en cuanto a sensibilidad y especificidad, especialmente en 

casos de baja densidad parasitaria o infecciones asintomáticas. Esta situación se ve 

agravada en zonas rurales, donde la calidad del diagnóstico microscópico a menudo 

se ve afectada por la falta de personal capacitado y el mal mantenimiento del equipo. 

En el caso de las PDR, un obstáculo crucial radica en la necesidad de detectar los 

antígenos HRP2/HRP3 para identificar infecciones por Plasmodium falciparum. 

Sin embargo, en diversas regiones del Perú se ha reportado la presencia de deleciones 

en los genes pfhrp2 y pfhrp3, lo que puede generar falsos negativos en estas pruebas, 

comprometiendo tanto la vigilancia epidemiológica como el tratamiento oportuno 

(Cabrera et al., 2024). Esta situación representa un desafío importante para el 

diagnóstico preciso y el control de la malaria en el país, especialmente en áreas 

endémicas. Ante estas limitaciones, las técnicas moleculares como la PCR ofrecen 

una alternativa con alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo, su aplicación en 

campo es limitada debido a la necesidad de infraestructura avanzada, condiciones 

de laboratorio controladas y personal especializado (Chiodini, 2014), lo cual 

restringe su implementación en comunidades rurales o de difícil acceso. Frente a 

este panorama, las técnicas basadas en amplificación isotérmica, como LAMP 

(Loop Mediated Isothermal Amplification), se presentan como una alternativa 

prometedora. 

Diversos estudios recientes han evidenciado que la técnica LAMP puede alcanzar, 

e incluso superar, la sensibilidad de la PCR en tiempo real, con la ventaja adicional 

de requerir menor complejidad operativa y menos infraestructura técnica 

(Barazorda et al., 2020). Esta combinación de alto rendimiento diagnóstico y 

facilidad de implementación convierte al LAMP en una herramienta ideal para el 

diagnóstico de malaria, especialmente en contextos con recursos limitados. 

Pese a que se han llevado a cabo varios ensayos LAMP para la detección de 

Plasmodium spp., es fundamental optimizar y verificar cada protocolo antes de su 

implementación en programas de diagnóstico o vigilancia en salud pública. Una de 

las principales variables de los ensayos LAMP descrito es el método de detección 
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del producto amplificado. Algunas investigaciones han utilizado sistemas de lectura 

por turbidez acoplados a kits comerciales (Lucchi et al., 2016, Cuadros et al., 2017), 

mientras que otras han investigado técnicas más asequibles, como la identificación 

visual, ya sea mediante fluorescencia bajo luz UV (Cook et al., 2015), o a través de 

la utilización de colorantes indicadores como el azul de hidroxinaftol (HNB), rojo 

neutro (Drame et al., 2014, Nolasco et al., 2021) y el verde malaquita (Lucchi et al., 

2016, Barazorda 2020, 2021). 

En el presente estudio, se validó y evaluó el desempeño del ensayo molecular B&S 

MG-LAMP para la detección de Plasmodium spp. a partir de muestras de sangre 

total, utilizando como indicador visual el colorante verde de malaquita (MG) para 

detección visual del producto amplificado por la técnica LAMP. Se realizó el 

ensayo con una concentración final de 0,008 % de MG para la detección de 

Plasmodium spp. y de 0,0053% para la identificación de P. falciparum y P. vivax, 

la cual permitió una diferenciación clara, estable y fácilmente observable entre 

muestras positivos y negativos, con una concordancia total del 100% entre los tres 

observadores que realizaron la lectura visual. A diferencia de lo señalado por Lucchi 

et al. (2016), quienes reportaron un aumento en los falsos positivos al usar 

concentraciones superiores al 0.004 % de MG, en nuestras condiciones 

experimentales no se evidenciaron falsos positivos asociados al incremento de la 

concentración, lo que sugiere que el desempeño del colorante puede depender del 

contexto experimental y de las condiciones específicas del diseño del ensayo. 

Uno de los aportes más relevantes de este estudio fue el uso del método de 

extracción de ADN por ebullición y centrifugación (B&S), una técnica económica, 

rápida (menos de 5 minutos), y viable tanto para entornos de laboratorio como para 

el trabajo en campo (Barazorda et al., 2022; Lucchi et al., 2016; Tao et al., 2011). 

No obstante, se debe considerar que el ADN extraído térmicamente es susceptible 

a una rápida degradación, posiblemente por la acción de enzimas termoestables 

presentes en leucocitos, lo que exige su uso inmediato tras la extracción 

(Sattabongkot et al., 2014). Comparado con los kits comerciales de extracción de 

ADN, el método B&S tiene la ventaja de eliminar la dependencia de equipos 

costosos como centrífugas o sistemas automatizados, que no siempre están 

disponibles en contextos rurales (Lai et al., 2023). En este estudio, además, se 

incorporó la amplificación del gen β-actina humana como control interno de la 

eficiencia de la extracción. 
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El rendimiento del ensayo B&S MG-LAMP fue comparado con el de la PCR en 

tiempo real, considerada la técnica de referencia para el diagnóstico molecular de 

malaria. Para ello, se determinó el límite de detección (LoD) para cada método, lo 

que permitió establecer el grado de sensibilidad del ensayo frente a cargas 

parasitarias bajas. Y se analizaron parámetros clave como sensibilidad, 

especificidad, valores predictivos positivo y negativo (VPP y VPN), el coeficiente 

de concordancia Kappa y curva ROC. 

En relación con el LoD, el ensayo B&S MG-LAMP para Plasmodium spp. mostró 

una capacidad de detección de hasta 1 parásito/μL, mientras que para la PCR en 

tiempo real fue de 2,5 parásitos/μL. Sin embargo, para las detecciones específicas 

de P. falciparum y P. vivax, ambos métodos mostraron un LoD similar de 2,5 

parásitos/μL. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Barazorda et 

al. (2022), quienes validaron el desempeño del ensayo en condiciones de 

laboratorio. De manera similar, Lucchi et al. (2016), quienes emplearon un ensayo 

MG-LAMP basado en verde malaquita para detectar Plasmodium spp., logrando un 

LoD de 1–2 parásitos/μL. Por otro lado, Nolasco et al. (2021) reportaron límites de 

detección aún más bajos (<1 parásito/μL) mediante LAMP colorimétrico dirigido a 

secuencias multicopia específicas de P. falciparum y P. vivax, resaltando cómo el 

diseño de cebadores y la selección de blancos genéticos influyen considerablemente 

en la sensibilidad analítica. Cabe destacar que el rendimiento de la técnica LAMP 

supera ampliamente el de métodos convencionales como la microscopía (50 

parásitos/μL) o las pruebas rápidas (200 parásitos/μL) (Barazorda et al., 2020, 

2021). En conjunto, estos resultados respaldan la aplicabilidad del LAMP como una 

técnica eficaz para la detección de malaria en contexto de baja carga parasitaria. El 

uso de colorantes como MG permite una lectura visual directa de los resultados, sin 

necesidad de abrir los tubos tras la amplificación, lo que disminuye 

significativamente el riesgo de contaminación cruzada. Además, su portabilidad y 

simplicidad operativa hacen del LAMP una alternativa ideal para su 

implementación en áreas endémicas con recursos limitados. Tal como fue 

demostrado por Lucchi et al. (2016) en Brasil, la aplicación de MG-LAMP en 

entornos de campo resultó factible y efectiva, reforzando su potencial como 

herramienta de apoyo en las estrategias de vigilancia y diagnóstico temprano. De 

manera similar, Kudyba et al. (2019) destacaron su utilidad en condiciones 



50 

 

 

operativas reales, confirmando que el método puede ser integrado con éxito en los 

programas nacionales de control de la malaria 

En nuestro estudio, el ensayo B&S MG-LAMP mostró una concordancia perfecta 

con la PCR en tiempo real (kappa = 1), además de presentar altos valores de 

sensibilidad y especificidad, comparables a lo reportado por Poon et al. (2006) y 

Barazorda et al. (2021), quienes observaron sensibilidades entre el 95 % y 100 %, y 

especificidades cercanas al 99 %–100 % en sus respectivas evaluaciones. No 

obstante, existen estudios como el de Kollenda et al. (2018) y Polley et al. (2010) 

informaron sensibilidades inferiores, lo que podría deberse a factores técnicos y 

biológicos, como la baja densidad parasitaria en las muestras analizadas, la calidad 

del ADN extraído, o diferencias en la conservación de las secuencias blanco 

reconocidas por los primers utilizados, tal como señalan Picot et al. (2020) y Proux 

et al. (2011). 

Actualmente, en el mercado existen dos métodos comerciales de amplificación 

isotérmica (LAMP) para el diagnóstico de malaria que cuentan con el marcado CE: 

los kits LoopAMP™ Malaria (Eiken Chemical Co.) y los kits Illumigene® Malaria 

LAMP (Meridian Bioscience™), recientemente renombrados como Alethia™ 

Malaria. Ambos kits incluyen los reactivos necesarios en formato liofilizado, lo que 

no solo mejora su estabilidad a temperatura ambiente, sino que también simplifica 

su manipulación y uso a nivel técnico, especialmente en entornos con 

infraestructura limitada. 

En cuanto al desempeño, diversos estudios han evidenciado una sensibilidad y 

especificidad altas para estos kits. Por ejemplo, LoopAMP ha mostrado 

sensibilidades entre el 90 % y 100 % en evaluaciones realizadas en Zanzíbar, Kenia 

y Suiza, mientras que Alethia™ ha alcanzado sensibilidad y especificidad del 

100 % en contextos no endémicos, con un límite de detección tan bajo como 0,075 

parásitos/μL (Nolasco et al., 2021). Además, en estudios realizados en 

Norteamérica (Rypien et al., 2017) y en zonas endémicas como Senegal (Lucchi et 

al., 2016), los kits Illumigene® demostraron una sensibilidad del 97,2 % y una 

especificidad de hasta 93,8 %, sin verse afectados por el tipo de muestra (sangre 

fresca o almacenada). Sin embargo, pese a su alto rendimiento, estos kits requieren 

equipamiento costoso y condiciones de laboratorio controladas, lo que puede 

representar una barrera para su uso rutinario en zonas rurales o con recursos 

limitados. Frente a ello, el ensayo B&S MG-LAMP, se posiciona como una 
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alternativa diagnóstica más accesible y específica. Su capacidad para discriminar 

con precisión entre especies de Plasmodium, junto con su facilidad de uso y no 

requiere de equipos costosos, lo convierten en una herramienta ideal para el 

diagnóstico de malaria en el campo y en regiones endémicas con limitaciones 

logísticas. 

Durante su aplicación de la técnica B&S MG-LAMP, en campo, se observó una 

ligera disminución en el valor predictivo positivo (VPP), que fue del 89,47 %, a 

pesar de mantenerse una sensibilidad del 100 %. Esta reducción podría explicarse 

por la presencia de falsos positivos asociados a contaminación, persistencia de ADN 

parasitario post-tratamiento (Lau et al., 2016) o, posiblemente, a infecciones 

submicroscópicas, como han propuesto Imwong et al. (2019) y Cuadros et al. 

(2021). No obstante, el valor predictivo negativo (VPN) del 100 % y la 

especificidad del 99,15 % refuerzan la confiabilidad del ensayo para descartar casos 

de malaria en entornos comunitarios. 

Un hallazgo epidemiológico relevante fue la ausencia de casos positivos para P. 

falciparum en la población evaluada, lo cual es consistente con la situación 

epidemiológica de la región amazónica del Perú, donde P. vivax continúa siendo la 

especie predominante (Price et al., 2016; Nolasco et al., 2021). 

En contextos de transmisión endémica, el diagnóstico enfrenta dos escenarios 

complementarios: por un lado, los pacientes sintomáticos que acuden a los servicios 

de salud, generalmente con alta parasitemia y fácilmente detectables mediante 

microscopía; por otro lado, los portadores asintomáticos, quienes actúan como 

reservorios silenciosos y perpetúan la transmisión sin ser detectados (Zimmerman 

& Howes, 2015). Para identificar a este último grupo, los métodos convencionales 

suelen ser insuficientes, lo que hace indispensable el uso de técnicas moleculares 

con alta sensibilidad diagnóstica (Berzosa et al., 2018). 

Si bien la PCR en tiempo real ofrece dicha sensibilidad, la técnica LAMP aporta 

ventajas operativas claves: menor tiempo de ejecución, bajo costo por prueba y 

mínimos requerimientos de infraestructura, lo que la hace especialmente adecuada 

para zonas rurales o de difícil acceso. Nuestros hallazgos respaldan esta evidencia, 

demostrando la eficacia del ensayo MG-LAMP con coloración por verde malaquita 

para la detección de P. falciparum y P. vivax en entornos como el distrito de Río 

Santiago, donde la malaria presenta alta endemicidad. 
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La implementación del método MG-LAMP representa un avance estratégico en el 

diagnóstico y control de la malaria en zonas rurales y de difícil acceso. Su alto 

rendimiento diagnóstico, junto con su facilidad de aplicación y bajo costo, lo 

convierten en una herramienta valiosa tanto para el diagnóstico oportuno como para 

el fortalecimiento de las estrategias de vigilancia activa y control de la transmisión. 

Futuras investigaciones deberían enfocarse en optimizar y simplificar los 

protocolos de extracción de ADN, como el método B&S, con el objetivo de facilitar 

su aplicación a mayor escala en estudios de campo y programas de eliminación de 

la malaria. 
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VII. CONCLUSIONES 

 

❖ La validación del ensayo B&S MG-LAMP presenta un desempeño 

satisfactorio para la detección de malaria en las muestras de sangre 

almacenadas. 

❖ La prueba MG-LAMP demostró un rendimiento similar comparable al de la 

PCR en tiempo real en la detección de malaria, superando significativamente 

la microscopía. 

❖ La técnica MG-LAMP mostró mayor sensibilidad que la microscopía, por lo 

que su implementación en regiones endémicas del Perú, donde los recursos son 

escasos, podría mejorar el diagnóstico oportuno de la malaria 

❖ El uso de colorantes como MG permite la interpretación de los resultados por 

LAMP a simple vista y en menor tiempo. 

 

 

VIII. RECOMENDACIONES 

 

❖ Implementar el método B&S MG-LAMP en centros de salud rurales para 

evaluar su viabilidad operativa en condiciones reales, considerando recursos y 

personal disponible. 

❖ Realizar un análisis costo-beneficio del B&S MG-LAMP frente a métodos 

convencionales, a fin de sustentar su rentabilidad y disponibilidad como 

diagnóstico rápido 

❖ Capacitar al personal de salud local y desarrollar protocolos adaptados que 

faciliten la aplicación del método en entornos con recursos limitados. 
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X. ANEXOS 

 

Anexo 1. Preparación de 100 mL de solución de extracción. 

 

1) Pesar 0.49g de Tris – HCL pH 7.5 y agregar a un beaker de 250mL. 

2) Colocar 95mL de agua grado PCR en el beaker y colocar una barra magnética. 

3) Poner el beaker con la solución en el stirrer y dejar mezclar por 20min. 

4) Con cuidado remover la barra magnética del beaker y calibrar la solución a pH 

6.5. 

5) Después de calibrar el pH, pesar 2.34g de NaCl y agregar al beaker con la 

http://www.who.int/teams/global-malaria-programme/reports/world-malaria-
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solución anterior. 

6) Añadir 4mL de SDS10% al mismo beaker con la solución anterior, y dejar 

mezclar por 30min con ayuda de una barra magnética. 

7) Muy cuidadosamente, llevar el beaker con la solución y la unidad de filtración 

(filtro de 0.22 μm) dentro de la cabina de bioseguridad de Clase II. 

8) En la cabina de bioseguridad, filtrar la solución de extracción colocando la 

solución en la unidad de filtración. 

9) Etiquetar como “Solución de Extracción – Boil & Spin” la fecha de preparación 

y expiración. 

10) La solución puede permanecer hasta 1 año a temperatura de 2.0- 8.0°C, y 6 

meses a temperatura ambiente. 

Anexo 2. Preparación del buffer 2X para los ensayos de Género y β-actina humana 
 

 

 

LAMP 2X 

Reacción Mix 

 

C1 (mM) 

 

C2 (mM) 

 

final vol (µl) 

 

V1 (µl) 
Para 10 

ml 

Tris-HCl (pH 

8.8) 

1 M 40 1000 40 400 

KCl 1 M 20 1000 20 200 

MgSO4 1 M 16 1000 16 160 

(NH4 )2SO4 1 M 20 1000 20 200 

Tween 20  0.002 1000 2 20 

Betaine 5 M 1600 1000 320 3200 

dNTP-A 0.1 M 2 1000 20 200 

dNTP-G 0.1 M 2 1000 20 200 

dNTP-C 0.1 M 2 1000 20 200 

dNTP-T 0.1 M 2 1000 20 200 

Agua de BM    502 5020 
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Anexo 3. Preparación del buffer 4X para los ensayos de especie. 

 

LAMP 4X 

Reacción Mix 

 

C1 (mM) 

 

C2 (mM) 

 

final vol (µl) 

 

V1 (µl) 
Para 10 

ml 

Tris-HCl (pH 

8.8) 

1 M 80 1000 80 800 

KCl 1 M 40 1000 40 400 

MgSO4 1 M 32 1000 32 320 

(NH4 )2SO4 1 M 40 1000 40 400 

Tween 20  0.004 1000 4 40 

Betaine 5 M 3200 1000 640 6400 

dNTP-A 0.1 M 4 1000 40 400 

dNTP-G 0.1 M 4 1000 40 400 

dNTP-C 0.1 M 4 1000 40 400 

dNTP-T 0.1 M 4 1000 40 400 

Agua de BM    4 40 
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Anexo 4. Constancia de comité institucional de Ética de la Investigación (CIEI) 
 

 


