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RESUMEN 

La malaria supone un gran desafío de salud pública a nivel global. La mayor carga de 

enfermedad se concentra en la región de África subsahariana, donde se registran 

anualmente más del 90% de los casos y muertes a nivel mundial. Angola se sitúa de forma 

constante entre los países con mayor impacto epidemiológico, ocupando actualmente el 

sexto lugar en incidencia y el octavo en mortalidad.  El municipio de Cubal es una región 

rural en el interior de Angola caracterizada por una alta endemicidad. Comúnmente, el 

diagnóstico de la malaria en este tipo de contextos se basa en el examen microscópico y 

las pruebas de diagnóstico rápido (PDR). Aunque son fundamentales, estas herramientas 

presentan serias limitaciones: la microscopía es altamente dependiente de la experiencia 

del observador y carece de sensibilidad para detectar infecciones con baja parasitemia, 

mientras que las PDR no permiten cuantificar la carga parasitaria y son vulnerables a 

mecanismos de evasión diagnóstica como las deleciones en los genes pfhrp2/pfhrp3. 

Alternativamente surgen las técnicas moleculares como la PCR en tiempo real y la 

secuenciación genética para mejorar la precisión del diagnóstico y realizar una vigilancia 

epidemiológica robusta, respectivamente. Para superar las barreras logísticas de los 

entornos rurales con recursos limitados, el uso de muestras de sangre seca (DBS) se 

presenta como una solución factible que facilita el transporte y conservación de material 

genético sin necesidad de cadena de frío. Asimismo, la creciente preocupación por la 

aparición de cepas con deleciones génicas que comprometen la eficacia de las PDR, y la 

emergencia de la cada vez más extendida resistencia a los antimaláricos, justifican la 

necesidad de establecer sistemas de vigilancia molecular para garantizar la eficacia de las 

estrategias de control y tratamiento. 

El objetivo de esta tesis doctoral es evaluar la aplicación de las técnicas moleculares para 

fortalecer los sistemas de vigilancia de la malaria en el municipio de Cubal. Para ello, se 

propuso estimar la carga de la enfermedad, evaluar específicamente el rendimiento 

diagnóstico de la PCR en tiempo real y la viabilidad de llevar a cabo estudios moleculares 

a partir de muestras de DBS. Por otro lado, se quiso determinar la frecuencia de las 

deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3, así como caracterizar los marcadores moleculares 

asociados a la resistencia a artemisininas y otros antimaláricos utilizados en Cubal. 

Se desarrollaron cuatro estudios en los que se combinó el trabajo de campo en Cubal con 

el análisis molecular.  Se realizaron dos muestreos entre 2022 y 2023 en el Hospital Nossa 

Senhora da Paz de Cubal, cuyas muestras se enviaron al Hospital Universitario Vall 

d’Hebron de Barcelona para realizar los estudios moleculares. Este enfoque permitió 
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evaluar el rendimiento diagnóstico de la PCR a tiempo real frente a las técnicas 

convencionales (microscopía y PDR), estudiar la utilidad del DBS en la recolección y 

transporte de muestras, y proceder a la caracterización genética detallada de los casos 

producidos por P. falciparum. 

Los resultados revelaron una prevalencia estimada por PCR a partir de DBS del 50% en 

pacientes febriles de Cubal y una tasa de positividad global de las técnicas diagnósticas 

que alcanzó el 61,5%. P. falciparum fue la especie predominante (100% de los casos), 

aunque la PCR identificó una presencia significativa de infecciones mixtas (18,6%) con 

otras especies (P. malariae y/o P. ovale). La PCR mostró una sensibilidad del 83,6% 

utilizando la microscopía como referencia. Por otro lado, utilizando el diagnóstico en 

terreno como referencia (microscopía + PDR) la PCR a partir de DBS mostró mayor 

sensibilidad (77,7%) que la PCR a partir de los eluidos de ADN extraídos in situ (64,1%), 

confirmando su viabilidad operativa para la vigilancia molecular en entornos con recursos 

limitados. Respecto a la evasión diagnóstica, no se encontraron deleciones en el exón 2 

de pfhrp2 ni presencia de deleciones dobles (pfhrp2/3), lo que garantiza el mantenimiento 

de la utilidad de las PDR basadas en PfHRP2 en Cubal. En cuanto a las resistencias, el 

análisis del gen pfk13 no detectó mutaciones validadas de resistencia a artemisininas. Sin 

embargo, se observó una elevada frecuencia de mutaciones en los genes pfdhfr y pfdhps 

asociadas a la resistencia a la sulfadoxina-pirimetamina, con el haplotipo "totalmente 

resistente" (IRNGE) presente en la población en el 17,8% de los casos. 

En conclusión, el municipio de Cubal continúa enfrentando una elevada carga de malaria 

que requiere de estrategias de vigilancia reforzadas. Las técnicas moleculares 

complementan significativamente al diagnóstico convencional, permitiendo una 

estimación más precisa de la prevalencia real y de las especies de Plasmodium circulantes. 

El uso de DBS constituye una estrategia factible y eficaz para implementar la vigilancia 

molecular en entornos rurales como el de Cubal, eliminando las barreras del transporte en 

cadena de frío. Aunque actualmente las deleciones de pfhrp2/3 no representan una 

amenaza inmediata para la fiabilidad de las PDR y no existen evidencias de resistencia a 

las artemisininas en esta región, la detección de marcadores de resistencia a otros fármacos 

subraya la necesidad de una vigilancia continua.  
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ABSTRACT 

Malaria remains a major global public health challenge. The greatest burden of disease is 

concentrated in sub-Saharan Africa, where more than 90% of malaria cases and deaths 

worldwide are reported each year. Angola is consistently among the countries most 

affected by malaria, currently ranking sixth in incidence and eighth in mortality. The 

municipality of Cubal is a rural region in inland Angola characterized by high endemicity. 

In such settings, malaria diagnosis commonly relies on microscopic examination and 

rapid diagnostic tests (RDTs). Although these tools are essential, they present important 

limitations: microscopy is highly dependent on the observer’s expertise and lacks 

sensitivity for detecting low-parasitaemia infections, while RDTs do not allow parasite 

density quantification and are vulnerable to diagnostic evasion mechanisms such as 

deletions in the pfhrp2/pfhrp3 genes. Alternatively, molecular techniques such as real-

time PCR and genetic sequencing have emerged to improve diagnostic accuracy and 

enable robust epidemiological surveillance, respectively. To overcome the logistical 

barriers of rural, resource-limited settings, the use of dried blood spot (DBS) samples 

represents a feasible solution, facilitating the transport and preservation of genetic 

material without the need for a cold chain. Furthermore, the growing concern regarding 

the emergence of parasite strains carrying gene deletions that compromise RDT 

performance, together with the increasing spread of antimalarial drug resistance, 

highlights the need to establish molecular surveillance systems to ensure the effectiveness 

of malaria control and treatment strategies. 

The aim of this doctoral thesis was to evaluate the application of molecular techniques to 

strengthen malaria surveillance systems in the municipality of Cubal. Specifically, the 

objectives were to estimate the burden of disease, assess the diagnostic performance of 

real-time PCR, and evaluate the feasibility of conducting molecular studies using DBS 

samples. In addition, the frequency of pfhrp2 and pfhrp3 gene deletions was determined, 

and molecular markers associated with resistance to artemisinins and other antimalarial 

drugs used in Cubal were characterized. 

Four studies were conducted, combining fieldwork in Cubal with molecular analysis. Two 

sampling campaigns were carried out between 2022 and 2023 at Nossa Senhora da Paz 

Hospital in Cubal, and the collected samples were subsequently sent to Vall d’Hebron 

University Hospital in Barcelona for molecular testing. This approach enabled the 

assessment of the diagnostic performance of real-time PCR compared with conventional 
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techniques (microscopy and RDTs), the evaluation of DBS utility for sample collection 

and transport, and the detailed genetic characterization of P. falciparum infections. 

The results revealed a PCR-estimated prevalence of 50% among febrile patients in Cubal 

using DBS samples, while the overall positivity rate of diagnostic techniques reached 

61.5%. P. falciparum was the predominant species (100% of cases), although PCR 

identified a significant presence of other species (P. malariae and P. ovale) and 18.6% 

mixed infections. PCR showed a sensitivity of 83.6% using microscopy as the reference 

standard. Furthermore, when field diagnosis (microscopy plus RDTs) was used as the 

reference standard, PCR performed on DBS samples showed higher sensitivity (77.7%) 

than PCR performed on DNA eluates extracted in situ (64.1%), confirming its operational 

feasibility for molecular surveillance in resource-limited settings. Regarding diagnostic 

evasion, no deletions were detected in exon 2 of pfhrp2, nor were any double deletions 

(pfhrp2/pfhrp3) identified, supporting the continued utility of PfHRP2-based RDTs in 

Cubal. Concerning antimalarial resistance, analysis of the pfk13 gene did not detect any 

validated mutations associated with artemisinin resistance. However, a high frequency of 

mutations in the pfdhfr and pfdhps genes associated with sulfadoxine-pyrimethamine 

resistance was observed, with the “fully resistant” haplotype (IRNGE) present in 17.8% 

of cases. 

In conclusion, the municipality of Cubal continues to face a high malaria burden that 

requires strengthened surveillance strategies. Molecular techniques significantly 

complement conventional diagnostic methods, enabling a more accurate estimation of the 

true prevalence of malaria and the circulating Plasmodium species. The use of DBS 

constitutes a feasible and effective strategy for implementing molecular surveillance in 

rural settings such as Cubal, eliminating the logistical constraints associated with cold-

chain transport. Although pfhrp2/pfhrp3 deletions do not currently represent an immediate 

threat to the reliability of RDTs and there is no evidence of artemisinin resistance in this 

region, the detection of resistance markers to other antimalarial drugs highlights the need 

for continuous molecular surveillance. 
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1. Introducción 

1.1. Reseña histórica de la malaria 

1.1.1. Primeras descripciones y percepción histórica de la enfermedad 

La malaria, o paludismo, es una enfermedad con miles de años de historia documentada 

desde los comienzos de las primeras civilizaciones humanas. Evidencias moleculares 

sitúan le existencia del parásito en el 3200 a.C., al encontrarse antígenos de Plasmodium 

falciparum en restos humanos momificados en Egipto [1]. Las primeras referencias datan 

aproximadamente del 2700 a.C. en la antigua China y del 2000 a.C. en Mesopotamia, 

encontradas en escritos que hablaban de fiebres mortales periódicas [2]. En la India, los 

textos védicos y brahmánicos (1500-800 a.C.) describían estas fiebres como una de las 

enfermedades más graves y comunes del momento, llegándola a denominar como “el rey 

de las enfermedades” [3]. 

Hipócrates (460-370 a.C.) llevó a cabo una clasificación y caracterización detallada de los 

patrones de fiebre intermitente, estableciendo categorías que se atribuyen a distintas 

especies de Plasmodium [4], relacionando la enfermedad directamente a factores 

ambientales, como la estacionalidad (finales de verano y otoño) y la proximidad a zonas 

húmedas o pantanosas [2,5]. 

La teoría de los miasmas, predominante durante más de 2000 años, atribuía la 

sintomatología descrita a la inhalación de emanaciones nocivas procedentes de ambientes 

insalubres como aguas estancadas y zonas pantanosas [2,5]. Esta concepción influyó 

directamente en el nombre de la enfermedad, ya que el término “malaria” proviene de 

expresiones italianas que se refieren al “mal aire”. Por otra parte, la denominación 

“paludismo”, ampliamente utilizado en el contexto hispanohablante, procede del término 

latín “palus”, que significa pantano [6,7]. 

En cuanto a las estrategias terapéuticas tradicionales, el uso de la corteza del árbol de la 

quina (Cinchona spp.) supuso un punto de inflexión en el tratamiento de la enfermedad. 

En el siglo XVII, los misioneros jesuitas que habían observado este hábito en las 

comunidades indígenas andinas introdujeron la corteza en España y expandieron su uso 

por Europa como un remedio eficaz frente a las fiebres intermitentes. Antes del 

aislamiento de la quinina en 1820, su administración se basaba en la desecación y 

pulverización de la corteza en distintos líquidos [8]. 
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1.1.2. Descubrimiento del agente etiológico y del vector 

En 1880 el médico militar francés Alphonse Laveran identificó el agente causal de la 

malaria al observar, en muestras de sangre de un soldado febril en Argelia, cuerpos 

hialinos pigmentados y presenciar el fenómeno de la exflagelación de los 

microgametocitos, lo que significó la primera descripción de la naturaleza parasitaria y 

protozoaria de la infección (Figura 1) [8]. 

 
Figura 1. Ilustraciones de Plasmodium spp. por Laveran. Primeras ilustraciones del agente etiológico de la 

malaria (Plasmodium spp.) realizadas por Laveran en 1880 tras sus observaciones del parásito en muestras de 

sangre fresca de soldados con paludismo [9]. 

En 1897 Ronald Ross observó formas parasitarias en el tubo digestivo de un mosquito de 

“alas moteadas” alimentado con sangre de un paciente infectado [3]; posteriormente, 

mediante el modelo de malaria aviar (P. rectilium) describió el ciclo completo [3]. Más 

tarde, entre 1898 y 1899, un grupo de científicos italianos entre los que destacó Giovanni 

Batista Grassi, identificaron los mosquitos del género Anopheles como vectores 

responsables de la transmisión a humanos, tras transmitir experimentalmente la fiebre 

terciana a un voluntario sano mediante la picadura del mosquito Anopheles claviger [7]. 

William MacCallum describió los procesos de reproducción sexual del parásito en el 

mosquito, contribuyendo a esclarecer su ciclo vital [2]. 
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1.1.3. Tratamiento y estrategias de control a lo largo del siglo XX 

El siglo XX supuso un cambio sustancial en el abordaje de la malaria, comenzando el 

desarrollo de fármacos sintéticos y la implementación de estrategias de control a gran 

escala. Aunque el aislamiento de la quinina se sitúa en 1820 constituyendo el primer 

tratamiento eficaz documentado [10], su producción a gran escala consolidó su uso clínico 

durante las primeras décadas del siglo XX [3,10].  

A pesar de su eficacia, las limitaciones de suministros naturales y los efectos secundarios 

que producía la quinina impulsaron la investigación de alternativas sintéticas [11]. Tras la 

Primera Guerra Mundial y durante el transcurso de la Segunda, se desarrollaron diferentes 

fármacos entre los que destacó la cloroquina, sintetizada en 1934 por Hans Andersag [4], 

convirtiéndose en el tratamiento antimalárico de referencia a nivel mundial debido a su 

elevada eficacia, bajo coste y perfil de seguridad favorable [11]. 

El avance farmacológico coincidió con el desarrollo de estrategias de control vectorial, 

como el uso de insecticidas de acción residual tras el descubrimiento de las propiedades 

del Dicloro-Difenil-Tricloroetano por Paul Hermann Müller en 1939 [5]. En este contexto, 

en 1955 la Organización Mundial de la Salud (OMS) impulsó el Programa Global de la 

Erradicación de la Malaria, basado en la combinación del control vectorial con 

insecticidas y el tratamiento de casos con cloroquina [12]. Aunque esta iniciativa 

consiguió eliminar la malaria en Europa, América del Norte y varias regiones de Asia y 

el Caribe, su implementación resultó insuficiente en áreas de alta transmisión, 

particularmente en África subsahariana (AS), debido a la falta de estructura y a la 

aparición de resistencias por parte del vector y del parásito, por lo que el programa fue 

abandonado en 1969 [4,12]. 

A partir de 1960, la aparición de resistencias a la cloroquina condicionó en gran medida 

las estrategias de control. Inicialmente descritas en el Sudeste Asiático y Colombia, las 

resistencias a la cloroquina se extendieron rápidamente hacia el continente africano en los 

años 80 [11]. Como respuesta se introdujo la combinación sulfadoxina-pirimetamina (SP), 

pero la rápida emergencia de resistencias obligó a la búsqueda de alternativas terapéuticas 

[13]. Entre ellas, la mefloquina, desarrollada en el ámbito militar, fue altamente efectiva 

para tratar la malaria resistente, sin embargo, la resistencia a este fármaco emergió hacia 

el 1985, centrándose principalmente en regiones del Sudeste Asiático [14]. Al mismo 

tiempo se reforzaron las intervenciones preventivas, destacando el uso de mosquiteras 

tratadas con insecticidas de larga duración, consolidándose como uno de los pilares 

fundamentales en el control de la malaria a finales del siglo XX [15,16]. 
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1.1.4. Transición hacia tratamientos y estrategias modernas de control 

Al finalizar el siglo XX, las estrategias de control de la malaria se veían amenazadas por 

la pérdida progresiva de la eficacia de los fármacos de primera línea. La introducción de 

los derivados de la artemisinina significó un paso hacia delante en la terapia antimalárica. 

Este compuesto fue aislado originalmente en 1972 por un grupo de investigadores chinos 

liderado por Tu Youyou, a partir de la planta Artemisia annua [5,17]. 

Con el objetivo de preservar la eficacia de estos compuestos y evitar la rápida selección 

de resistencias, se impulsó el desarrollo de las Terapias Combinadas Basadas en 

Artemisininas (TCA) [18]. En 2002, la OMS recomendó oficialmente su uso como 

tratamiento de primera línea para la malaria no complicada en países donde los niveles de 

resistencia a la cloroquina habían alcanzado niveles significativos (tasa de fracaso 

terapéutico > 25%) [3,19], generalizándose a todos los países endémicos en 2006 [20]. 

Sin embargo, en el año 2007, volvió a aparecer la preocupación de su efectividad, al 

detectar resistencias parciales a las artemisininas en la frontera de Tailandia y Camboya 

[21]. 

Al mismo tiempo que se producían estos cambios en las políticas de tratamiento, el 

diagnóstico experimentó una transformación significativa con la introducción de las 

pruebas de diagnóstico rápido (PDR) a finales de la década de 1990 [22]. 

Tradicionalmente el diagnóstico de la malaria se había basado en el examen microscópico 

de frotis de sangre periférica teñidos, una técnica que desde su aparición en 1880 se ha 

mantenido como el patrón de oro (gold standard en inglés) por su capacidad de diferenciar 

especies de Plasmodium y cuantificar la densidad parasitaria [23]. Sin embargo, debido a 

sus limitaciones como la necesidad de instrumentación y personal cualificado [23], 

durante décadas predominó el diagnóstico clínico presuntivo en gran parte de las regiones 

endémicas, lo que conllevaba a un uso inadecuado de los antimaláricos y a manejo 

ineficiente de la enfermedad [3]. Por ello, en 2010 la OMS recomendó que el manejo 

clínico de la malaria se fundamentara en la confirmación parasitológica previa al inicio 

del tratamiento. En este contexto, las PDR adquirieron un papel clave, consolidándose 

como herramientas complementarias a la microscopía y permitiendo ampliar el acceso al 

diagnóstico en entornos donde esta no es viable [22]. 

Este avance diagnóstico ha sido complementado por el desarrollo de técnicas moleculares, 

como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciación genómica, las 

cuales han tenido un impacto considerable en la capacidad de detección y vigilancia 

epidemiológica [24,25]. Este desarrollo ha favorecido una transición hacia modelos de 
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vigilancia más precisos y dinámicos, integrados en estrategias globales como la Estrategia 

Técnica Mundial contra la Malaria 2016-2030 (GTS) [25]. 

1.2. Características biológicas de la malaria 

1.2.1. Etiología de la malaria 

1.2.1.1. Clasificación taxonómica y filogenia del género Plasmodium 

La malaria está causada por un protozoo parásito perteneciente al filo Apicomplexa, clase 

Aconoidasida y orden Haemosporida [26]. Tradicionalmente agrupados en el género 

Plasmodium, estudios filogenéticos recientes han puesto de manifiesto la naturaleza 

polifilética de este grupo (Figura 2) [27]. 

 
Figura 2. Filogenia del orden Haemosporida. El árbol ilustra la naturaleza polifilética del género Plasmodium, 

demostrando que diversos clados englobados en este género presentan mayor semejanza evolutiva con otros 

géneros hemosporidios como Hepatocystis, Nycteria o Polychromophilus [27]. 

1.2.1.2. Características biológicas generales 

Los parásitos del género Plasmodium presentan adaptaciones especializadas a su forma 

de vida intracelular. Destaca su complejo apical, una estructura polarizada conformada 
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por orgánulos secretores (Figura 3), imprescindible para la invasión eritrocítica [28]. Por 

otro lado, un punto crítico en su supervivencia en la fase hemática, es cuando se produce 

la degradación de la hemoglobina en la vacuola digestiva, que genera como subproducto 

un residuo tóxico conocido como hemozoína o pigmento malárico [29,30]. 

 
Figura 3. Morfología del merozoíto de Plasmodium spp. y proteínas implicadas en la invasión eritrocítica 

[31]. 

1.2.1.3. Especificidad del hospedador y características del vector 

El ciclo biológico de Plasmodium spp. es heteroxeno y requiere de dos hospedadores: 

• Hospedador intermediario (vertebrados): a pesar de que el humano es el de 

mayor relevancia clínica, más de 200 especies de Plasmodium infectan a una gran 

variedad de vertebrados, entre los que se incluyen tanto mamíferos (primates no humanos, 

roedores, murciélagos y ungulados) como aves y reptiles [32]. 

• Hospedador definitivo (mosquito): la transmisión natural de la malaria depende 

exclusivamente de mosquitos hembra del género Anopheles, los cuales transmiten al 

parásito actuando como vector. Presentan hábitos principalmente nocturnos y 

crepusculares. Alrededor de 68 especies de Anopheles poseen la capacidad de transmisión 

al ser humano, la cual está determinada por características ecológicas y conductuales [33]. 

1.2.1.4. Especies de Plasmodium que infectan al ser humano 

A continuación, se describen las principales características biológicas y distribución 

geográfica de las seis especies de Plasmodium que infectan al ser humano: 
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P. falciparum: pertenece al subgénero Laverania [34]. Presenta un ciclo eritrocítico de 

unas 48 horas y se caracteriza por su capacidad de invadir eritrocitos de todas las edades, 

lo que favorece al desarrollo de altas parasitemias [28]. Se distribuye por todas las 

regiones tropicales del mundo, siendo con diferencia la especie más prevalente en AS 

[35,36]. 

 
Figura 4. Fotografías de los diferentes estadios eritrocíticos de P. falciparum. A Anillo, B Trofozoíto, C 

Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopía de frotis de sangre fina teñidas con Giemsa 

[35]. 

P. vivax: su ciclo eritrocítico es de 48 horas [37]. Se distingue por su capacidad de formar 

hipnozoítos hepáticos, responsables de recaídas clínicas semanas o meses tras la infección 

inicial [38]. Tiene un marcado tropismo por los reticulocitos y precisa de la interacción 

del antígeno Duffy para la invasión [39], por lo que su presencia en África es limitada 

debido a la alta prevalencia del fenotipo Duffy-negativo [38]. Es la especie con mayor 

distribución geográfica a nivel global, predominando en Asia, Oriente Medio y 

Sudamérica.  

 
Figura 5. Fotografías de los diferentes estadios eritrocíticos de P. vivax. A Anillo, B Trofozoíto, C Esquizonte 

y D Gametocito; observados mediante microscopía de frotis de sangre fina teñidas con Giemsa [35]. 

P. ovale (curtisi y wallikeri): a pesar de que históricamente se clasificara como una única 

especie, estudios recientes han determinado que la malaria producida por P.ovale es 

causada por dos especies distintas P. o. curtisi y P. o. wallikeri, las cuales no se 

diferencian morfológicamente por microscopía, coexisten en las mismas regiones 

geográficas y no se cruzan entre sí [40]. Comparten con P. vivax la capacidad de formar 

hipnozoítos y el tropismo por reticulocitos, con un período de latencia mucho más 

prolongado en P. o. curtisi [41]. Su ciclo eritrocítico es de 48 horas [35]. La mayoría de 
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los casos se concentran en AS, y excepcionalmente en Asia y regiones insulares del 

Pacífico [42]. 

 
Figura 6. Fotografías de los diferentes estadios eritrocíticos de P. ovale (wallikeri/curtisi). A Anillo, B 

Trofozoíto, C Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopía de frotis de sangre fina teñidas 

con Giemsa [35]. 

P. malariae: se caracteriza por un ciclo eritrocítico más prolongado, de 72 horas. Invaden 

preferentemente eritrocitos maduros o envejecidos [43]. Puede llegar a persistir de forma 

crónica durante décadas en bajas densidades parasitarias [40]. Presenta una distribución 

amplia pero heterogénea en regiones tropicales y subtropicales de AS, Sudeste Asiático y 

Centro y Sudamérica [43]. 

 
Figura 7. Fotografías de los diferentes estadios eritrocíticos de P. malariae. A Anillo, B Trofozoíto, C 

Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopía de frotis de sangre fina teñidas con Giemsa 

[35]. 

P. knowlesi: es un parásito zoonótico cuyo reservorio natural incluye los macacos de cola 

larga (Macaca fascicularis) y de cola de cerdo (M. nemestrina) [44]. Presenta el ciclo 

eritrocítico más corto de las especies humanas (24 horas), lo que puede conllevar a 

incrementos rápidos de la parasitemia [45]. Su distribución se restringe al sudeste asiático, 

principalmente en Malasia, aunque se han observado casos en Tailandia, Myanmar, 

Camboya, Vietnam, Singapore, Indonesia y Filipinas [31]. 
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Figura 8. Fotografías de los diferentes estadios eritrocíticos de P. knowlesi. A Anillo, B Trofozoíto, C 

Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopía de frotis de sangre fina [35]. 

 
Figura 9. Distribución geográfica de las principales especies de Plasmodium que infectan humanos. A Mapa 

cuantitativo sobre la distribución de número de casos de malaria falciparum en 2024. B Mapa cuantitativo 

sobre la distribución de número de casos de malaria vivax en 2024 [46]. C Mapa cualitativo de la distribución 

de P. ovale y P. malariae [42]. No se muestran datos de P. knowlesi, aunque su distribución está restringida 

al sudeste asiático. 

1.2.2. Ciclo biológico de Plasmodium spp. 

El ciclo biológico de los parásitos del género Plasmodium es complejo ya que es un 

parásito intracelular obligado, y requiere la alternancia entre el mosquito hembra del 

género Anopheles y el humano  [32]. A continuación, se muestra esquemáticamente las 

diferentes fases del ciclo de la malaria humana, iniciándose en el momento de la infección: 
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Figura 10. Ciclo biológico de la malaria. Se muestra una representación gráfica del ciclo de vida de 

Plasmodium spp. utilizando al humano como hospedador intermediario. El ciclo se divide en tres fases: A 

ciclo exoeritrocítico, B ciclo eritrocítico y C ciclo esporogónico [47]. 

Fase hepática (exoeritrocítica): la infección comienza con la inoculación de 

esporozoítos durante la picadura del mosquito infectado. Estas formas móviles se liberan 

al torrente sanguíneo y llegan hasta el hígado, invadiendo los hepatocitos. En este 

momento, el parásito experimenta una intensa reproducción asexual (esquizogonia 

hepática), formando esquizontes que contienen decenas de miles de merozoítos. Cuando 

estos maduran, retornan a la circulación sanguínea (Figura 10A) [48]. En el caso de P. 

vivax y P. ovale, una fracción de parásitos hepáticos puede permanecer en estado latente 

y no dividirse, formando así los hipnozoítos, que pueden dar lugar a recaídas futuras [35]. 

Fase eritrocítica: es la fase clínica del ciclo [33]. En ella, los merozoítos invaden los 

eritrocitos mediante una serie de interacciones ligando-receptor [49]. Una vez en el 

interior del hematíe, el parásito madura y pasa por las fases de anillo, trofozoíto y 

esquizonte. En el interior del esquizonte se producen los merozoítos que, tras la ruptura 

sincronizada de los eritrocitos infectados se liberan, reiniciando esta fase del ciclo [33]. 

La duración del ciclo eritrocítico es dependiente de la especie (24, 48 o 72 horas) y 
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determina la periocidad de la fiebre. Como parte de la transmisión, una pequeña 

proporción de trofozoítos jóvenes se diferencian en gametocitos (microgametocitos ♂ y 

macrogametocitos ♀), que circularán en la sangre hasta ser ingeridos durante una nueva 

picadura [32]. 

Fase esporogónica: es la fase sexual del ciclo. Comienza cuando el mosquito ingiere 

sangre humana infectada con gametocitos, estos maduran en el intestino medio a gametos, 

produciéndose la fecundación y la formación del zigoto, única fase diploide del parásito. 

Este evoluciona a oocineto, el cual atraviesa el epitelio intestinal y se transforma en 

ooquiste [33]. En su interior se da el proceso de esporogonia, generando miles de 

esporozoítos haploides. Tras la ruptura del ooquiste, los esporozoítos migran a las 

glándulas salivales del mosquito y permanecen a la espera de una nueva picadura, 

reiniciándose el ciclo [50]. 

A pesar de que la transmisión vectorial es la forma natural y más habitual de contraer la 

infección [51], existen otras vías mucho más infrecuentes como: transfusiones sanguíneas 

[52], trasplantes de órganos [53], vía congénita y neonatal [54], y la transmisión 

nosocomial por el uso accidental de material punzante contaminado [55]. 

1.3. Epidemiología de la malaria 

1.3.1. La malaria como problema de salud pública global 

La malaria continúa representando uno de los principales desafíos para la salud pública 

global. Según la OMS, en 2024 se registraron alrededor de 282 millones de casos y 

610.000 muertes en 85 países endémicos, lo que sugiere un incremento con respecto a los 

273 millones de casos y 598.000 muertes de 2023. Su distribución geográfica es 

marcadamente heterogénea, concentrándose de forma predominante en la Región africana 

de la OMS, la cual el 2024 acumuló el 94% de los casos y el 95% de las defunciones. 

Otras regiones con incidencia significativa incluyen el Sudeste Asiático, el Mediterráneo 

Oriental, el Pacífico Occidental y las Américas (Figura 11) [36]. 
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Figura 11. Países con casos endémicos de malaria en el año 2000 y su estado en 2024 [36]. 

Entre los años 2000 y 2015 se lograron avances significativos en el control de la 

enfermedad, con una reducción del 40% en la incidencia clínica y una disminución 

sustancial de la prevalencia en África [56]. No obstante, desde 2015-2016 este progreso 

se ha ralentizado e incluso revertido en algunas regiones. Este estancamiento se atribuye 

a múltiples factores como, el cambio climático, las crisis humanitarias, las limitaciones 

en la financiación de los programas de control y, de forma especialmente relevante, las 

interrupciones en los servicios sanitarios derivadas de la pandemia COVID-19 (Figura 

12) [57]. 

 
Figura 12. Evolución temporal de la incidencia de casos de malaria a nivel mundial [36]. Se muestra 

gráficamente el número de casos de malaria (por cada 1000 habitantes) en todo el mundo. 

Para conseguir la erradicación de la malaria, la OMS establece tres pilares fundamentales 

articulados en la GTS: 1) acceso universal a la prevención, diagnóstico y tratamiento; 2) 

aceleración de la eliminación; y 3) fortalecimiento de la vigilancia mediante sistemas de 

información robustos que permitan orientar las intervenciones sanitarias. En este último, 
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la vigilancia molecular ha adquirido una importancia creciente para monitorizar amenazas 

emergentes, como la resistencia a antimaláricos y las deleciones de los genes 

pfhrp2/pfhpr3, que comprometen la eficacia de las PDR [25]. 

1.3.2. La malaria en África subsahariana 

1.3.2.1. Carga epidemiológica 

AS concentra la mayor parte de la carga mundial de malaria, constituyendo la principal 

región de transmisión y mortalidad con una distribución entre países muy heterogénea. 

Un grupo reducido de países entre ellos Nigeria, República Democrática del Congo 

(RDC), Uganda, Etiopía, Mozambique y Angola (Figura 13) representa más de la mitad 

de los casos mundiales [36]. 

En 2024, la Región africana de la OMS notificó alrededor de 265 millones de casos y 

579.000 muertes [36].  

 
Figura 13. Proporción del número de casos de malaria por países en 2024. Se observa gráficamente, como la 

mayoría de los casos se registraron en países de África subsahariana [36]. 

Los niños menores de cinco años, debido a su inmunidad aún en desarrollo, constituyen 

el grupo de mayor riesgo y representan cerca del 80% de las muertes por malaria en AS 

[58]. Se estima que, cerca de 300.000 niños africanos mueren anualmente por esta 

enfermedad que es prevenible y tratable [59]. 

P. falciparum es la especie más prevalente en AS, el cual es responsable de la gran 

mayoría de casos graves y fallecimientos [59]. En cuanto a la transmisión, se presentan 

distintos patrones en función del contexto ecológico: en las latitudes cercanas al ecuador 

la transmisión es intensa y perenne, en cambio, en áreas como el Sahel o algunas regiones 
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del sur de África adopta un carácter marcadamente estacional, asociado con los períodos 

de lluvias [56]. 

1.3.2.2. Factores que condicionan la transmisión 

La persistencia de la malaria en AS responde a la interacción de factores climáticos, 

biológicos y estructurales. Las temperaturas cálidas y la elevada humedad favorecen tanto 

el desarrollo del parásito en el mosquito como la supervivencia de los vectores [60]. 

Además, se suman factores socioeconómicos que amplifican la exposición como la 

precariedad de las viviendas, la ausencia de barreras físicas contra mosquitos y el 

saneamiento deficiente de las aguas que facilitan la presencia de criaderos. Las 

limitaciones al acceso a servicios sanitarios, derivadas de barreras geográficas, 

económicas o estructurales, retrasan el diagnóstico y el tratamiento, incrementando la 

transmisión y la probabilidad de casos graves [61]. Por último, los sistemas de vigilancia 

insuficientes constituyen otro obstáculo importante. La subnotificación de casos, 

especialmente en zonas rurales o de difícil acceso, dificulta la estimación de la carga real 

de la enfermedad y dificulta la planificación eficiente de intervenciones [25]. 

1.3.3. La malaria en Angola 

1.3.3.1. Situación epidemiológica nacional 

Angola, localizado en el suroeste de África, se clasifica como país de alta transmisión y 

está presente de forma constante entre los países con mayor carga de malaria a nivel 

mundial. En 2024, ocupó el sexto y el octavo lugar en relación con la incidencia de casos 

(3,5%) y muertes (2,7%) causadas por esta enfermedad en todo el mundo, respectivamente 

[36]. La malaria constituye el principal problema de salud pública del país, siendo la 

primera causa de mortalidad [62], así como de morbilidad y absentismo laboral y escolar 

[63]. Toda la población reside en áreas con riesgo de transmisión. Su distribución está 

determinada por las características climáticas de cada región (Figura 14) [62]. 
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Figura 14. Transmisión y prevalencia de malaria en Angola. A Mapa político de Angola que indica las tres 

zonas geográficas según la intensidad y la estabilidad de la transmisión, y las tasas de incidencia en los años 

2017 y 2018. B Mapa de Angola que indica la prevalencia de malaria en la población de cada región [64]. 

El contexto socioeconómico condiciona en gran medida la dinámica de la enfermedad, 

afectando especialmente a comunidades rurales y de recursos limitados [65]. Los niños 

menores de cinco años y las mujeres embarazadas se consideran como los grupos más 

vulnerables [66], siendo la malaria la responsable del 74% de la mortalidad infantil en 

2021 [63]. 

1.3.3.2. Programa Nacional de Control de Malaria en Angola 

La lucha contra la malaria en Angola se rige hasta el momento siguiendo el Programa 

Nacional de Control de Malaria (PNCM), que establece el marco de coordinación de las 

intervenciones, orientación de la financiación y fortalecimiento del sistema sanitario. Sus 

objetivos principales son la reducción de la morbilidad y mortalidad, promoviendo el 

acceso de la población a la prevención, diagnóstico y tratamiento [62]. 

1.3.3.2.1. Estrategias nacionales de diagnóstico 

La normativa nacional exige la confirmación parasitológica previa al inicio del 

tratamiento en los casos de sospecha. Las herramientas diagnósticas disponibles incluyen: 

1) El examen microscópico por gota gruesa, 2) las PDR basados principalmente en la 

proteína rica en histidina 2 de P. falciparum (PDR-PfHRP2) [67], los cuales han permitido 

ampliar el acceso diagnóstico en áreas rurales mediante los Agentes de Desarrollo 

Comunitario y Sanitario [65] y, 3) las técnicas moleculares como la PCR, las cuales se 

limitan a actividades de vigilancia y control de calidad en centros de referencia, como el 

Instituto Nacional de Investigação em Saúde (INIS) [62]. 
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1.3.3.2.2. Políticas terapéuticas 

Desde 2007-2008, Angola adoptó las TCA como tratamiento de primera línea frente a la 

malaria no complicada [64]. Las TCA autorizadas en el país incluyen: arteméter-

lumefantrina (AL), artesunato-amodiaquina (AS + AQ) y dihidroartemisinina-

piperaquina (DHA + PPQ). En los casos de malaria grave, las guías recomiendan el 

artesunato parenteral (intravenoso o intramuscular) durante al menos 24 horas, seguido 

de un ciclo completo de TCA cuando el paciente lo tolere [67]. 

En el ámbito preventivo, el Tratamiento Preventivo Intermitente en embarazadas (TPIe) 

mediante dosis de SP en cada consulta prenatal a partir de las 13 semanas de gestación, 

es utilizado como quimioprofilaxis de malaria durante el embarazo [67]. A pesar del 

aumento de la cobertura en los últimos años, los últimos datos indican que tan solo el 31% 

de las embarazadas recibieron ≥ 3 dosis en 2023-2024 [66]. 

1.3.3.3. Provincia de Benguela 

La provincia de Benguela, situada en el litoral centro-oeste del país (Figura 14A), presenta 

un clima tropical con variaciones entre las zonas costeras semiáridas y áreas interiores 

más húmedas [64]. Desde un punto de vista epidemiológico, se clasifica como área 

mesoendémica estable, con transmisión sostenida todo el año y aumentos estacionales 

asociados a la época lluviosa. Su tasa de transmisión (181 casos por 1000 habitantes en 

2018) la sitúan detrás de las provincias hiperendémicas del norte [64]. 

1.3.3.4. Municipio de Cubal 

Cubal es un municipio mayoritariamente rural situado en el interior de la provincia de 

Benguela (Figura 15C), con una población estimada en torno a 320.000 habitantes. 

Aproximadamente el 42% de la población presenta un bajo nivel socioeconómico con un 

acceso limitado a servicios básicos: el 42,3% de los residentes depende de fuentes de agua 

no canalizada, el 23,6% de los hogares carece de saneamiento básico y únicamente el 

33,6% de las unidades familiares dispone de suministro eléctrico. A pesar de estas 

condiciones estructurales, el 87,1% de la población refiere tener acceso a servicios 

sanitarios, los cuales se concentran principalmente en el Hospital Nossa Senhora da Paz 

(HNSP, centro de estudio de esta tesis) y en el Hospital Municipal, complementados por 

diversos puestos médicos periféricos distribuidos en el municipio [63]. 
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Figura 15. Situación geográfica del Hospital Nossa Senhora da Paz de Cubal (HNSP). A Mapa de África con 

Angola resaltado. B Mapa de Angola con la provincia de Benguela resaltada. C Municipios de la provincia 

de Benguela, señalando la situación geográfica del HNSP de Cubal. El mapa ha sido creado utilizando el 

software gratuito Datawrapper (https://app.datawrapper.de/select/map) y Microsoft PowerPoint. 

Cubal muestra un patrón de transmisión de malaria con picos entre diciembre y marzo, 

coincidiendo con la estación de lluvias (noviembre-mayo) [68]. Aunque históricamente 

fue catalogado como mesoendémico estable, estudios recientes indican una marcada 

estacionalidad y un aumento de la incidencia desde 2014, observándose un aumento de 

2,3 a 12,4 casos por 1000 habitantes en 2016, asociado a factores climáticos y a la 

reducción del apoyo internacional. La especie predominante es P. falciparum, la cual 

representa prácticamente la totalidad de los casos (99,6%), aunque también circulan otras 

especies como P. malariae, P. ovale y P. vivax. El 24,3% de los casos confirmados 

cumplen algún criterio de gravedad y la tasa de mortalidad se sitúa alrededor del 8,7% de 

los casos hospitalizados. Los niños menores de cinco años son los más afectados, 

representando el 51,6% de los casos de malaria [63]. 

El diagnóstico se centra en el uso extendido de los PDR-PfHRP2 y la microscopía, sin 

disponibilidad de diagnóstico molecular [63]. Posteriormente a las políticas de tratamiento 

de la malaria no complicada con quinina oral más clindamicina, en 2012 se implementó 

definitivamente el AL como tratamiento de primera línea [68]. Por último, el TPIe con SP 

está implementado en las consultadas prenatales de los distintos centros sanitarios, si bien 

las barreras económicas y geográficas limitan su cobertura completa [62]. 

https://app.datawrapper.de/select/map
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1.4. Presentación clínica de la enfermedad 

La malaria se manifiesta como una enfermedad febril aguda cuya sintomatología inicial 

es inespecífica y sumamente variada, lo que lleva en numerosas ocasiones a confundirla 

con otras patologías de causa viral o bacteriana. Los síntomas generales incluyen cefalea, 

fatiga, malestar general y mialgias, muchas veces acompañados de problemas 

gastrointestinales. Clínicamente la fiebre (temperatura axilar ≥ 37,5 °C) o antecedente de 

la misma es el principal criterio de sospecha para iniciar el diagnóstico, especialmente en 

personas procedentes de áreas endémicas [20]. 

1.4.1. Malaria sintomática 

La aparición de manifestaciones clínicas está directamente relacionada con la fase 

eritrocítica del parásito. Durante la ruptura eritrocítica se liberan componentes parasitarios 

que inducen una respuesta inflamatoria mediada por citosinas, responsables de los cuadros 

febriles característicos de la enfermedad [69]. No obstante, la presentación clínica puede 

variar en función del nivel de transmisión en la región (a mayor transmisión mayor 

inmunidad), el estado inmunológico del individuo, el momento en que se administra el 

tratamiento y la especie de Plasmodium causante de la infección [20,70]. 

1.4.1.1. Malaria por P. falciparum 

La infección por P. falciparum constituye la forma más grave de la enfermedad y es 

responsable de la mayor parte de la morbi-mortalidad a nivel mundial, principalmente en 

AS [71]. 

1.4.1.1.1. Malaria no complicada 

La malaria no complicada se define por la presencia de parasitemia con síntomas clínicos 

en ausencia de disfunción orgánica grave [20]. Los síntomas más comunes incluyen: 

fiebre intermitente cada 48 horas (terciana), escalofríos, cefalea, mialgias, debilidad 

generalizada y síntomas gastrointestinales como náuseas y/o vómitos [71]. 

1.4.1.1.2. Malaria grave 

De acuerdo con la definición de la OMS, la malaria grave causada por P. falciparum se 

define por la presencia de uno o más de los siguientes criterios clínicos o de laboratorio 

en presencia de parasitemia asexual confirmada: 1) alteración del nivel de conciencia, 2) 

postración, 3) convulsiones múltiples, 4) acidosis metabólica que suele manifestarse como 

dificultad respiratoria, 5) hipoglucemia, 6) anemia malárica grave, 7) insuficiencia renal, 
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8) ictericia, 9) edema pulmonar, 10) hemorragia significativa, 11) shock e 12) 

hiperparasitemia (densidad parasitaria > 10% de hematíes parasitados) [72]. 

1.4.1.2. Malaria no falciparum 

Las infecciones causadas por especies no falciparum han sido tradicionalmente 

consideradas de menor gravedad, aunque actualmente se reconoce su capacidad para 

producir complicaciones clínicas e incluso letales, especialmente en la malaria causada 

por P. vivax y P. knowlesi [70]. 

P. vivax: es capaz de causar tanto malaria no complicada como grave. En esta última los 

criterios de gravedad más comunes son: anemia grave, síndrome de dificultad respiratoria 

aguda y en algunos casos malaria cerebral [73]. Además, la esplenomegalia es un hallazgo 

que ocurre en mayor frecuencia que las infecciones por P. falciparum [74]. 

P. ovale: comparte características clínicas con P. vivax [20,75]. Históricamente se ha 

considerado como una forma benigna de la enfermedad. Sin embargo, ocasionalmente 

puede derivar en cuadros de malaria grave y muerte [70]. 

P. malariae: habitualmente causa malaria no complicada, aunque puede provocar 

recrudescencias tiempo después de la infección inicial [71]. 

P. knowlesi: caracterizado por paroxismos febriles de 24 horas (cotidiana), característica 

que favorece un rápido aumento de la densidad parasitaria dando lugar cuadros graves 

similares a la malaria falciparum, aunque habitualmente sin síntomas neurológicos [20]. 

1.4.1.3. Infecciones mixtas 

Las infecciones mixtas por dos o más especies de Plasmodium, representan un hallazgo 

frecuente en regiones de elevada transmisión [20]. Clínicamente abarcan un amplio 

espectro de severidad dependiendo de las interacciones entre las especies causantes de la 

infección. Las infecciones por P. falciparum + P. vivax suponen un mayor riesgo de 

desarrollar formas graves de la enfermedad, especialmente en niños, provocando una 

exacerbación de cuadros anémicos. Esto mismo parece ocurrir cuando P. malariae 

coinfecta con P. falciparum. En contraste, la presencia de P. ovale sugiere un efecto 

protector relativo, en comparación a monoinfecciones por P. falciparum [70]. Además, 

las infecciones mixtas de P. knowlesi con otras especies son habitualmente frecuentes 

[20], específicamente su coinfección junto con P. vivax incrementa el riesgo de 

complicaciones sistémicas [76]. 
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1.4.2. Portadores asintomáticos 

Existen casos de portadores asintomáticos definidos como la presencia de formas 

asexuales de Plasmodium en sangre periférica, a menudo en bajas parasitemias o incluso 

infecciones submicroscópicas (parasitemias < límite de detección del examen 

microscópico), sin fiebre u otras manifestaciones clínicas compatibles con la enfermedad 

[72]. Este fenómeno se observa con mayor frecuencia en regiones donde la transmisión 

es estable, debido a que la exposición repetida al parásito favorece el desarrollo de la 

inmunidad adquirida [77]. 

1.4.3. Poblaciones vulnerables 

Existen determinados grupos poblacionales con un riesgo significativamente mayor de 

desarrollar malaria grave, condicionado principalmente por la ausencia o alteración de la 

inmunidad adquirida, así como por factores nutricionales y la coexistencia de otras 

enfermedades. Entre ellos se incluyen: 1) los niños menores de cinco años, cuya elevada 

vulnerabilidad se asocia a la inmadurez del sistema inmunitario; 2) las mujeres 

embarazadas, en quienes los cambios hormonales e inmunológicos aumentan la 

susceptibilidad a la infección; 3) las personas infectadas por el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) u otras condiciones de inmunosupresión, en las que se 

ha descrito una interacción sinérgica desfavorable entre ambas infecciones; y 4) los 

viajeros procedentes de zonas no endémicas, que carecen de inmunidad adquirida frente 

al parásito. 

1.5. Diagnóstico de la malaria 

1.5.1. Importancia del diagnóstico en el control de la malaria 

Desde un punto de vista clínico, el diagnóstico presuntivo basado exclusivamente en la 

sintomatología resulta insuficiente y muchas veces contraproducente, ya que las 

manifestaciones iniciales de la malaria (particularmente la fiebre) son inespecíficas. Por 

esta razón, desde el año 2010 la OMS [78], recomienda que, todo caso sospechoso de 

malaria sea confirmado mediante pruebas parasitológicas como la microscopía y/o PDR 

antes de iniciar el tratamiento [72]. 

El sobrediagnóstico puede conducir a la administración innecesaria de antimaláricos, con 

el consiguiente incremento de los gastos sanitarios, la exposición del paciente a efectos 

secundarios de los fármacos y el aumento de la presión selectiva sobre los parásitos 

favoreciendo la aparición de resistencias. Por el contrario, el infradiagnóstico puede 
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retrasar el tratamiento adecuado, aumentando el riesgo de progresión a formas graves de 

la enfermedad y manteniendo la transmisión al favorecer la persistencia de reservorios 

humanos [25]. 

Las técnicas diagnósticas empleadas en la actualidad, se centran principalmente en la 

detección del parásito en su fase eritrocítica mediante métodos directos [79]. 

1.5.2. Microscopía convencional 

El examen microscópico de frotis sanguíneos continúa siendo el “gold standard” para el 

diagnóstico de la malaria. Esta técnica se basa en la observación directa del parásito en 

sangre periférica mediante la coloración de Giemsa preferentemente, aunque existen otros 

métodos de tinción alternativos como Field, Jaswant Singh Bhattacharji, Leishman y, 

Wright [80]. El procedimiento diagnóstico consiste en la preparación de dos tipos de 

muestras complementarias: 1) la gota gruesa permite examinar un mayor volumen de 

sangre en un mismo campo, ya que se trata de una técnica de concentración y, por lo tanto, 

aumenta la probabilidad y la rapidez para identificar infecciones de baja carga parasitaria, 

además de cuantificar la parasitemia (parásitos/µL de sangre); y 2) la extensión fina que 

facilita la identificación de la especie de Plasmodium al observar al parásito en el interior 

de los eritrocitos, además de dar una cuantificación de la parasitemia como proporción de 

hematíes parasitados [81]. 

 
Figura 16. Frotis de sangre periférica para el diagnóstico microscópico de malaria. A Preparación de frotis 

de sangre mediante gota gruesa (1-2 cm de diámetro). B Gota gruesa observada al microscopio con el objetivo 

de 100X. Se observan tanto leucocitos (WBC) como trofozoítos de Plasmodium spp. (T) [79]. C Preparación 

de frotis de sangre mediante extensión fina. D Extensión fina observada al microscopio con el objetivo de 

100X. Se observan tanto eritrocitos (RBC) como trofozoítos de P. falciparum en estado intraeritrocítico (T) 

[79].  
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Entre las principales ventajas de la microscopía destaca su bajo coste, la posibilidad de 

estimar la densidad parasitaria y su utilidad para identificar las especies causantes de la 

infección. Además, permite evaluar la respuesta al tratamiento mediante el seguimiento 

de la disminución del número de formas asexuales en sangre [72]. No obstante, esta 

técnica presenta grandes limitaciones. Se trata de un procedimiento que requiere tiempo, 

dependiente de la experiencia del microscopista, y su sensibilidad disminuye en 

infecciones de muy bajas parasitemias o submicroscópicas, como es frecuente en el caso 

de los individuos asintomáticos [79]. Asimismo, requiere de una infraestructura mínima, 

incluyendo microscopios, reactivos de tinción y electricidad [72]. 

1.5.3. Test de diagnóstico rápido 

Las PDR son dispositivos de flujo lateral basados en el principio inmunocromatográfico 

que permiten detectar antígenos específicos del parásito en muestras de sangre. Las 

principales dianas antigénicas de los test son: 1) la proteína PfHRP2 que es producida en 

elevadas cantidades por P. falciparum durante las fases de trofozoíto y esquizonte, por lo 

que se considera la diana de mayor sensibilidad para la detección de esta especie (Figura 

17); 2) la lactato deshidrogenasa panmalárica (pLDH), una enzima fundamental en la vía 

glucolítica presente en las principales especies de Plasmodium que infectan al humano y 

que está asociada a parásitos viables; y 3) la aldolasa panmalárica, otra enzima metabólica 

común en diferentes especies del género Plasmodium [82]. 

 
Figura 17. Expresión de las principales dianas antigénicas para las pruebas de diagnóstico rápido de malaria 

(PDR). HRP2: proteína rica en histidina 2, comúnmente empleada como diana de las PDR para la detección 

de P. falciparum. HRP3: proteína rica en histidina 3, homóloga a HRP2. LDH: lactato deshidrogenasa. La 

GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, no se detecta mediante las PDR actuales [83]. 
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Entre las principales ventajas de las PDR destaca la rapidez en la obtención de resultados 

(15-30 minutos), su bajo coste, su termoestabilidad y su facilidad de uso en entornos con 

recursos limitados, ya que no requiere de equipos sofisticados ni de personal cualificado 

[84]. 

No obstante, presenta varias limitaciones. Debido a la persistencia del antígeno en sangre, 

especialmente la PfHRP2 que puede permanecer en la circulación varias semanas tras el 

fin de la infección, pueden dar resultados falsos positivos en pacientes ya tratados [85]. 

Por otro lado, también pueden dar resultados falsos negativos en los casos con bajas 

parasitemias (generalmente < 100-200 parásitos/µL en las PDR-PfHRP2), casos de 

elevadas parasitemias en los que se da el denominado efecto prozona [82], y como 

consecuencia de la creciente presencia de cepas de P. falciparum con deleciones en los 

genes pfhrp2 y pfhrp3 [86]. Además, la sensibilidad y especificidad de estas pruebas 

pueden variar según la marca comercial y las condiciones de almacenamiento, no 

permiten la cuantificación de la parasitemia, y su capacidad para diferenciar especies 

distintas de P. falciparum y P. vivax es limitada [82]. 

1.5.4. Técnicas moleculares 

Las técnicas basadas en la amplificación de ácidos nucleicos (TAAN) han demostrado 

una sensibilidad y especificidad superiores a los métodos convencionales para el 

diagnóstico de la malaria. Entre ellas, la PCR y principalmente la PCR a tiempo real, 

presentan una elevada sensibilidad diagnóstica, pudiendo detectar cargas parasitarias muy 

bajas, del orden de 0,5-5 parásitos/µL de sangre [81], por lo que resulta más conveniente 

a la hora de diagnosticar infecciones asintomáticas, y es de gran utilidad en estudios de 

prevalencia [81]. Además, permite la identificación precisa de las especies de Plasmodium 

y la detección de infecciones mixtas con exactitud [87]. La PCR a tiempo real permite 

estimar de forma indirecta la densidad parasitaria mediante el análisis del ciclo umbral 

(Ct) en el que se detecta la amplificación de la región genética diana. Además, la 

incorporación de curvas patrón de amplificación posibilita la cuantificación de la carga 

parasitaria con mayor precisión, constituyendo la denominada PCR en tiempo real 

cuantitativa (qPCR) [88]. Mediante la qPCR, se puede llevar a cabo la monitorización de 

la respuesta al tratamiento con gran precisión. 

A pesar de sus ventajas diagnósticas, la implementación de estas técnicas en entornos 

endémicos de recursos limitados sigue siendo compleja. Entre los principales 

inconvenientes se encuentran el elevado coste de la instrumentación y reactivos, y la 

necesidad de personal altamente cualificado [81]. Como solución, para facilitar la 
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logística en casos clínicos concretos o en estudios epidemiológicos, la recolección a partir 

de muestras de sangre seca en papel de filtro (dried blood spots, DBS), permite almacenar 

y transportar las muestras a temperatura ambiente hacia laboratorios de referencia para 

llevar a cabo el análisis molecular [89]. 

 
Figura 18. Electroforesis, curvas de fluorescencia de PCR en tiempo real y muestras de sangre seca (DBS) 

para el diagnóstico de la malaria. A Gel de agarosa en el que se observan los amplicones producto de PCR 

convencional: tres casos de infección mixta P. falciparum + P. vivax  (carriles 1-2, 7-8 y 9-10) y dos 

monoinfecciones por P. falciparum (carriles 3-4 y 5-6 [90]. B Curvas de PCR en tiempo real para la detección 

de Plasmodium spp. [91]. C DBS en papel de filtro para el análisis molecular de la malaria [92]. 

Además de la PCR, se han desarrollado otras TAAN con potencial de aplicación en el 

terreno como la amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP). Esta tecnología, 

permite amplificar el ADN parasitario a temperatura constante (60-65 °C), eliminando la 

necesidad de un termociclador, por lo que se reducen los costes y facilita su utilización en 

entornos con recursos limitados [93], aunque puede presentar una menor especificidad y 

mayor susceptibilidad a contaminaciones [81,94]. Como variante, el método LAMP con 

detección colorimétrica de los resultados es especialmente adecuado para su uso en 

terreno, porque permiten leer el resultado a simple vista reduciendo la subjetividad del 

observador, sin requerir de equipos de fluorescencia ni turbidímetros [93]. 

Más recientemente, las técnicas moleculares como la PCR digital (dPCR) y los sistemas 

basados en CRISPR, como SHERLOCK se han propuesto como alternativas 

prometedoras para mejorar la sensibilidad y la rapidez en el diagnóstico de la malaria [87]. 

1.5.5. Técnicas serológicas 

La serología de malaria se basa en la detección de anticuerpos específicos, dirigidos contra 

antígenos de las fases eritrocíticas del parásito [79,87]. Habitualmente se realiza mediante 

técnicas como el ensayo por inmunoarbsorción ligado a enzimas o la inmunofluorescencia 

indirecta [87]. Su utilidad en el diagnóstico clínico es limitada, debido a que no permiten 

diferenciar entre infección activa y exposición pasada. Sus principales aplicaciones se 

sitúan en el ámbito del estudio de donantes en bancos de sangre [95], la vigilancia 

epidemiológica en estudios de seroprevalencia, especialmente en regiones de baja 
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transmisión, así como para la evaluación de intervenciones de control o erradicación 

[72,79]. 

1.5.6. Diagnóstico de imagen asistido por inteligencia artificial 

El diagnóstico mediante microscopía automatizada e inteligencia artificial surgió como 

una estrategia para reducir la subjetividad y la fatiga asociadas al diagnóstico 

microscópico convencional. Estos sistemas emplean algoritmos de aprendizaje profundo 

(Deep Learning Models), capaces de analizar imágenes digitales de gota gruesa y 

extensión fina [79]. Particularmente, tecnologías como EasyScan Go [96] o iMAGING 

[97], han mostrado resultados prometedores para su aplicación en entornos con recursos 

limitados. No obstante, presentan ciertas limitaciones, como una menor sensibilidad en 

infecciones con muy bajas parasitemias, dificultades para diferenciar especies con 

morfología similar y dependencia de la calidad de la preparación [98]. 

1.5.7. Otros métodos diagnósticos 

Además de los métodos mencionados anteriormente, existen otras técnicas innovadoras 

que se sitúan en diferentes etapas de desarrollo en implementación. 

• Dispositivos magneto-ópticos basados en la detección de hemozoína: estas técnicas 

aprovechan las propiedades biofísicas del pigmento malárico para su detección. 

Destacan dispositivos como Gazelle [99] o RMOD [100]. 

• Citometría de flujo fotoacústica: permite la detección no invasiva in vivo de 

parásitos circulantes mediante señales fotoacústicas generadas por la hemozoína, 

como el sistema Cytophone [101]. 

• Biosensores portátiles: capaces de detectar antígenos parasitarios u otros 

marcadores en muestras no invasivas, como la saliva u orina [81]. 

1.6. Tratamiento de la malaria 

El tratamiento farmacológico de la malaria se considera una intervención clave tanto para 

el manejo clínico individual como para las estrategias de control poblacional. Su objetivo 

principal es reducir la mortalidad, evitando la aparición de complicaciones y logrando la 

curación mediante la eliminación de la parasitemia. Desde la perspectiva de salud pública, 

un tratamiento temprano y eficaz, acorta el período durante el cual el paciente puede 

infectar al mosquito, limitando así la transmisión [20]. 
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1.6.1. Fármacos antimaláricos 

1.6.1.1. Derivados de la artemisinina 

Los derivados de la artemisinina constituyen la base del tratamiento antimalárico actual 

por su elevada eficacia y su rápida acción esquizonticida. Con el fin de conservar su 

efectividad terapéutica y retrasar la aparición de resistencias, se recomienda su 

administración en forma de tratamiento combinado [102]. Los principales fármacos de 

este grupo son: el artesunato, arteméter y la dihidroartemisinina [103]. Su mecanismo de 

acción se centra en interferir en el metabolismo del hierro (grupo hemo), generando 

radicales libres que contribuyen a la eliminación del parásito [102]. Estos fármacos 

muestran especial eficacia frente a las formas jóvenes de anillo y trofozoítos [103], 

presentando además actividad frente a gametocitos inmaduros [20]. 

1.6.1.2. Aminoquinolonas 

Las aminoquinolonas constituyen el grupo más antiguo de antimaláricos, y actualmente 

siguen teniendo relevancia terapéutica [104]. Se clasifican en dos subfamilias: 

4-aminoquinolonas: se encuentran la cloroquina, amodiaquina y piperaquina. Su 

actividad está dirigida principalmente contra formas eritrocíticas asexuales [59]. 

8-aminoquinolonas: representadas por la primaquina y la tafenoquina. Son los únicos 

antimaláricos capaces de eliminar los hipnozoítos hepáticos de P. vivax y P. ovale. 

Además, también tienen actividad gametocida frente a P. falciparum. Es fundamental 

considerar el estado de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), ya que ante 

pacientes que tienen una deficiencia de esta enzima, el tratamiento con 8-

aminoquinolonas puede desencadenar anemia hemolítica grave [105]. 

1.6.1.3. Arilaminoalcoholes 

Los arilaminoalcoholes son compuestos relacionados estructuralmente con la quinina y se 

emplean tanto para el tratamiento como en la profilaxis de malaria. Se incluyen: la 

quinina, mefloquina, lumefantrina y halofantrina. Tienen gran actividad frente a los 

estadios de trofozoíto y esquizonte, incluso actúan como gametocidas frente a las especies 

no falciparum como es el caso de la quinina [20]. 

1.6.1.4. Antifolatos 

Los antifolatos son fármacos de acción lenta que incluyen a la pirimetamina, el proguanil, 

y sulfamidas como la sulfadoxina. Esta última se administra habitualmente con la 

pirimetamina como tratamiento quimiopreventivo [104]. Estos fármacos actúan frente a 
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formas eritrocíticas asexuales maduras, aunque, tienen capacidad de interrumpir el 

desarrollo del parásito en el hígado, y de reducir la infectividad de los gametocitos hacia 

el mosquito [20]. 

1.6.1.5. Naftoquinonas 

El principal representante es la atovacuona, empleada habitualmente en combinación con 

el proguanil para la profilaxis e infecciones por P. falciparum [104]. Es activa frente a 

todos los estadios parasitarios [20]. 

1.6.2. Tratamiento de la malaria falciparum 

1.6.2.1. Malaria no complicada: Terapias Combinadas Basadas en Artemisininas 

El empleo de terapias combinadas responde a la necesidad de contrarrestar la pérdida de 

eficacia observada con antiguas monoterapias, como la cloroquina o la SP, cuyo uso 

favoreció la selección de cepas resistentes [106]. Las TCA se fundamentan en la 

combinación de dos componentes con propiedades farmacológicas complementarias: 1) 

derivado de artemisinina:  de acción rápida, responsable de la reducción intensa inicial de 

la densidad parasitaria; y 2) fármaco acompañante de vida media prolongada: cuya 

función es eliminar los parásitos remanentes y aportar efecto profiláctico tras el 

tratamiento (Figura 19) [20]. 

 
Figura 19. Vida media de los dos componentes de las Terapias Combinadas basadas en Artemisininas (TCA). 

Representación gráfica de la vida media de un derivado de artemisinina (arteméter) y su fármaco acompañante 

(lumefantrina) [107]. 

Esta estrategia reduce de forma significativa la probabilidad de desarrollo de resistencias, 

ya que la probabilidad de que el parásito presente mecanismos de resistencia frente a dos 
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principios activos diferentes es extremadamente baja [18]. Las combinaciones 

terapéuticas recomendadas por la OMS son [20]: 

• AL: es el TCA más empleado a escala global y presenta elevada eficacia clínica 

[104]. 

• AS + AQ: ampliamente utilizada en África y Sudamérica, con buena eficacia 

terapéutica, aunque se asocia con mayores efectos secundarios gastrointestinales 

[108]. 

• DHA + PPQ: la prolongada vida media de la piperaquina confiere un efecto 

protector post-tratamiento que contribuye a disminuir el riesgo de reinfección 

[109]. Ha sido muy utilizada en el sudeste asiático, en dónde se han detectado 

resistencias [110]. 

• Artesunato-mefloquina (AS + MQ): empleada tradicionalmente en el Sudeste 

Asiático, de elevada eficacia, aunque en determinadas zonas del Gran Mekong se 

han descrito resistencias tanto a la artemisinina como a la mefloquina [20,111]. 

• Artesunato-sulfadoxina-pirimetamina (AS + SP): su utilidad es limitada debido a 

la expansión de resistencias a la SP [20]. 

1.6.2.2. Malaria grave 

El tratamiento de elección para la malaria grave son los derivados de las artemisininas 

parenterales, más concretamente el artesunato endovenoso (o intramuscular si no es 

posible por esta vía), el cual ha demostrado ser superior a la quinina. El arteméter 

intramuscular se utiliza como alternativa de segunda opción cuando el artesunato no está 

disponible [59]. 

1.6.3. Tratamiento de la malaria no falciparum 

El abordaje terapéutico de la malaria se ajusta según la especie de Plasmodium 

identificada, con el fin de garantizar una cura radical. Las infecciones por especies no 

falciparum suelen responder adecuadamente a la cloroquina o a las TCA [20]. Para las 

infecciones por P. vivax o P. ovale es necesario añadir primaquina para la eliminación de 

hipnozoítos [112]. 

1.7. Quimioprofilaxis 

La quimioprofilaxis consiste en la administración periódica de antimaláricos con el fin de 

evitar la infección o impedir su progresión a formas clínicas. Se distinguen dos enfoques: 

1) prevención individual orientada a viajeros que se desplazan a zonas endémicas, y 2) 
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quimioprevención poblacional, que implica la administración de tratamientos a grupos 

específicos en áreas de transmisión activa, independientemente de que exista infección 

confirmada [113]. 

1.7.1. Principales fármacos empleados en quimioprofilaxis de malaria 

La elección del fármaco profiláctico depende del destino, el riesgo de exposición, el perfil 

de resistencias local y las características del individuo. En la Tabla 1 se muestran los 

principales fármacos quimioprofilácticos según el grupo poblacional al que van dirigidos. 

Tabla 1. Fármacos y tipos de tratamientos quimioprofilácticos de la malaria [113]. 

Población Tipo quimioprofilaxis Fármacos 

Niños menores de 5 años 
QEM SP + AQ 

QPM SP 

Mujeres embarazadas TPIe SP 

Viajeros Quimioprofilaxis en viajeros 

Atovacuona-proguanil; 

cloroquina; doxiciclina; 

mefloquina; primaquina; 

tafenoquina 

QEM: quimioprofilaxis estacional de malaria en niños; QPM quimioprevención perenne de malaria; TPIe: 

tratamiento preventivo intermitente en embarazadas; SP + AQ: sulfadoxina-pirimetamina-amodiaquina; SP: 

sulfadoxina-pirimetamina.  

1.7.2. Estrategias de quimioprofilaxis intermitente 

La SP es el fármaco de elección para las estrategias de quimioprofilaxis en África, debido 

a su eficacia, tolerabilidad y bajo coste [72].  

1.7.2.1. Tratamiento preventivo intermitente en embarazadas 

El TPIe tiene como finalidad evitar la malaria durante la gestación y evitar complicaciones 

maternas y neonatales [114]. Está dirigido a todas las gestantes residentes en áreas 

endémicas de transmisión moderada o alta (Tabla 1) [115]. Esta intervención ha 

demostrado disminuir la anemia materna, el riesgo de bajo peso al nacer y la mortalidad 

neonatal [114]. 

1.7.2.2. Quimioprofilaxis estacional de malaria en niños 

La quimioprofilaxis estacional de malaria en niños (QEM) tiene como objetivo proteger 

a la población infantil menor de cinco años que vive en regiones con transmisión 

marcadamente estacional (Tabla 1). 
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1.7.2.3. Quimioprevención perenne de malaria 

La quimioprevención perenne de malaria (QPM), busca proteger a los niños durante las 

etapas de mayor vulnerabilidad inmunológica frente a formas graves de la enfermedad. 

Está dirigido a niños de hasta 24 meses de edad (Tabla 1). 

1.7.3. Administración masiva de medicamentos 

La administración masiva de medicamentos (AMM) es una estrategia de salud pública 

orientada a disminuir de forma rápida la carga de la enfermedad y la transmisión 

comunitaria. Se aplica a toda la población de un área determinada, excluyendo personas 

con incompatibilidades médicas. Consiste en la distribución de ciclos terapéuticos 

completos de TCA [116]. 

1.8. Resistencias a los antimaláricos 

La resistencia a los antimaláricos se define como la capacidad de una cepa de Plasmodium 

para sobrevivir o multiplicarse tras la administración y adecuada absorción de un 

antimalárico a dosis iguales o superiores a las recomendadas. Desde el punto de vista 

clínico, suele manifestarse como un fallo terapéutico caracterizado por la incapacidad de 

eliminar completamente la parasitemia o por un retraso significativo en el aclaramiento 

[117]. A nivel parasitológico, la resistencia se evidencia por la presencia de parásitos 

detectables mediante microscopía al tercer día del tratamiento [118]. 

1.8.1. Causas y factores que favorecen la aparición de resistencias 

La aparición y propagación de resistencias constituye un proceso evolutivo impulsado por 

la presión farmacológica sostenida. El uso extendido de los antimaláricos favorece la 

selección de mutaciones aleatorias que confieren ventajas de supervivencia al parásito 

[117]. Históricamente, la utilización de monoterapias favoreció la selección de cepas 

resistentes, lo que promovió la transición hacia terapias combinadas [119]. Otros factores 

incluyen la subdosificación y la baja adherencia terapéutica. Asimismo, la 

automedicación y el uso masivo de antimaláricos en programas poblaciones contribuyen 

a este fenómeno [120]. Entre los factores biológicos, una elevada carga parasitaria 

incrementa la probabilidad de mutaciones espontáneas. Las zonas de baja transmisión 

suelen actuar como focos de selección de resistencias, ya que la menor inmunidad 

adquirida de la población junto con una menor competencia de cepas sensibles favorece 

una transmisión más eficiente de los parásitos resistentes [117]. 
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1.8.2. Mecanismos biológicos y moleculares de resistencia 

Los mecanismos de resistencia se basan principalmente en modificaciones en las proteínas 

diana del fármaco, lo que reduce su afinidad de unión, así como alteraciones de proteínas 

transportadoras que disminuyen la concentración en el compartimento intracelular de 

acción del fármaco (Figura 20) [121]. 

 
Figura 20. Mecanismos de resistencia a los antimaláricos. Principales proteínas y genes parasitarios 

implicados en la resistencia a antimaláricos. Figura creada por el laboratorio de cooperación científica y 

técnica en enfermedades tropicales, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, España. 

En la presente tesis, se analizaron los marcadores moleculares asociados a resistencia en 

los genes pfk13, pfmdr1, pfdhfr y pfdhps. A continuación, se describen los mecanismos 

de resistencia frente a los fármacos relacionados con los marcadores estudiados. 

1.8.2.1. Resistencia a las artemisininas 

El fenómeno característico de la resistencia parcial a las artemisininas es el retraso en el 

aclaramiento parasitario, reflejado en una vida media de aclaramiento prolongada (> 5 

horas) [122]. En este caso, es importante diferenciar entre resistencia parcial, en la que se 

da un retraso en el aclaramiento, y el fracaso terapéutico completo, que suele producirse 

cuando coexiste resistencia al fármaco acompañante en las TCA [120]. 

El mecanismo de resistencia se centra en modificaciones en la proteína Kelch 13 —

codificada por el gen pfk13— concretamente en su dominio propeller, en P. falciparum 

[123]. Dichas alteraciones se vinculan con una desregulación de la proteostasis y con una 

respuesta más eficiente al estrés celular en los estadios tempranos de anillo: disminuyen 

la ubiquitinación y degradación de proteínas enzimáticas específicas (fosfaditilinositol-3-
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quinasa), provocando un aumento intracelular de fosfatidilinositol-3-fosfato, el cual 

activa los mecanismos de supervivencia frente al daño oxidativo [124]. 

1.8.2.2. Resistencia a fármacos asociados en terapias combinadas 

A continuación, se exponen los mecanismos de resistencia frente a los fármacos 

acompañantes de las TCA: 

Amodiaquina: Su resistencia se basa en la disminución de la acumulación del fármaco 

en la vacuola digestiva, mediante su expulsión activa al citosol, impidiendo que alcance 

niveles tóxicos [117]. Esto es mediado por el transportador de resistencia a la cloroquina 

(PfCRT) y se ve reforzado por la proteína 1 de resistencia a múltiples fármacos (PfMDR1) 

[125]. 

Lumefantrina: actúa principalmente en el citosol parasitario. Por ello, el mecanismo de 

resistencia es inverso al de la amodiaquina. Consiste en el secuestro del fármaco dentro 

de la vacuola digestiva, transportado por la PfMDR1 y retenido dentro de la vacuola 

digestiva, alejándolo de su diana citosólica al no ser transportado con eficiencia por el 

PfCRT [125]. 

Mefloquina: el mecanismo de resistencia es similar al de la lumefantrina y consiste en el 

secuestro del fármaco a la vacuola digestiva, lo que reduce su concentración citosólica e 

impide su interacción con los ribosomas. El exceso de transportadores PfMDR1 es el que 

provoca este mecanismo de secuestro. Al igual que en la lumefantrina, el PfCRT actúa 

modulando la tolerancia a la mefloquina [125]. 

1.8.2.3. Resistencia a la sulfadoxina-pirimetamina 

La resistencia a la combinación SP se origina por alteraciones en la vía metabólica del 

ácido fólico, lo que reduce la afinidad de los fármacos a sus enzimas diana: dihidrofolato 

reductasa y dihidropteroato sintasa, las cuales son diana de la pirimetamina y la 

sulfadoxina, respectivamente [126]. Al modificar el sitio activo de las enzimas, los 

fármacos pierden su capacidad de unión, por lo que la síntesis del folato, esencial para la 

replicación, puede llevarse a cabo eficientemente [124]. 

1.8.3. Estudios de eficacia terapéutica 

Los estudios de eficacia terapéutica (EET) son ensayos clínicos in vivo considerados el 

estándar de referencia para evaluar la eficacia a los antimaláricos, calculando la tasa de 

curación y de fracaso terapéutico [127]. Su diseño contempla el seguimiento a los 

pacientes durante 28 a 42 días tras la administración del tratamiento [128]. Se realizan en 
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niños menores de cinco años residentes en zonas de alta endemicidad [129]. Para 

interpretar correctamente los resultados, es imprescindible realizar un genotipado 

mediante marcadores moleculares como pfmsp1 y pfmsp2, para diferenciar entre 

recrudescencia (persistencia del mismo clon tras el tratamiento) y reinfección (nueva 

infección adquirida durante el seguimiento) [130]. La OMS marca como umbral una tasa 

de fracaso terapéutico > 10% para el cambio en la política de tratamiento [36]. 

1.8.4. Vigilancia de marcadores moleculares de resistencia 

La vigilancia genética constituye una herramienta fundamental para la detección precoz 

de mutaciones asociadas a resistencia antes de que se traduzcan en fallos terapéuticos 

generalizados. Frente a los EET, ofrece importantes ventajas: menor coste, mayor rapidez, 

capacidad para analizar un gran volumen de muestras y posibilidad de anticipar la 

dinámica de expansión de las cepas resistentes. Aunque se deben plantear como 

complemento accesorio a los EET, actuando como un sistema de alerta temprana [121]. 

En la Tabla 2, se muestra a modo de resumen, las principales características y 

consideraciones de los fármacos empleados para al tratamiento y la quimioprofilaxis de 

la malaria. 
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Tabla 2. Resumen del tratamiento y la quimioprofilaxis de la malaria. 

Tipo 

tratamiento 

Combinación 

terapéutica 
Indicación específica Mecanismo Resistencias 

Marcadores moleculares 

de resistencia 
Referencias 

Tratamiento 

Malaria no 

complicada 

AL 
Adultos, niños y 

embarazadas 

El arteméter elimina 

parásitos rápidamente; 

la lumefantrina (acción 

larga) elimina el resto 

Fracaso terapéutico 

>10% en zonas de 

Angola, Kenia, 

Uganda y Tanzania 

Arteméter: mutaciones en 

pfk13. Lumefantrina: 

mutaciones en pfcrt y 

pfmdr1 y Nº copias 

[131,132] 

AS + AQ 

Alternativa TCA. 

Efectos secundarios de 

amodiaquina 

Derivado de 

artemisinina con 

aminoquinolina de 

vida media larga 

Tasas de fracaso 

menores al 10% en 

estudios recientes en 

África 

Artesunato: mutaciones en 

pfk13. Amodiaquina: 

mutaciones en pfcrt y 

pfmdr1 y Nº copias. 

[131,133] 

AS + MQ 

Alternativa TCA. 

Desrecomendada en 

antecedentes 

neuropsiquiátricos 

Acción rápida 

artesunato y vida 

media larga de 

mefloquina 

Resistencia a 

mefloquina 

detectada en el 

sudeste asiático 

Artesunato: mutaciones en 

pfk13. Mefloquina: Nº 

copias pfmdr1 

[117,124] 

DHA + PPQ 

Mayor riesgo de 

fracaso en niños <5 

años si no se ajusta la 

dosis 

La piperaquina ofrece 

un periodo profiláctico 

post-tratamiento 

prolongado 

Reducción de 

sensibilidad en 

Camboya occidental 

Dihidroartemisinina: 

mutaciones en pfk13. 

Piperaquina: Nº de copias 

de pfpm2/3 y mutaciones en 

pfcrt 

[117,128,13

4] 

AS + SP 

Contraindicado en 

primer trimestre del 

embarazo 

El artesunato 

compensa la 

resistencia parcial de 

la SP en la fase 

eritrocítica 

Alta resistencia a SP 

limita su uso en 

muchas regiones 

endémicas 

Artesunato: mutaciones en 

pfk13. Sulfadoxina: 

mutaciones en pfdhps. 

Pirimetamina: mutaciones 

en pfdhfr 

[135,136] 

AS + PY 
Evitar en personas con 

enfermedad hepática 

Pironaridina: fármaco 

asociado de alta 

eficacia 

Tasa de fracaso del 

7,6% detectada en 

Uganda 

Artesunato: mutaciones en 

pfk13. 
[137,138] 

Malaria 

grave 

Artesunato 

endovenoso 

Primera línea para 

todos los pacientes 

Hidrólisis rápida a 

dihidroartemisinina; 

más eficaz que quinina 

Riesgo de 

mortalidad aumenta 

si resistencia a 

artemisinina 

Mutaciones en pfk13. [122,139] 

Arteméter 

intramuscular 

Si no hay artesunato 

disponible. Preferido 

sobre la quinina 

Menos activo que la 

dihidroartemisinina; 

inyección IM oleosa 

Eficacia 

comprometida en 

zonas de resistencia 

Mutaciones en pfk13. [120,140] 

Quinina 

edovenosa 

Si no hay artesunato ni 

arteméter 

Menos eficaz y más 

tóxica que 

artemisininas 

Resistencia histórica 

en América, Asia y 

África 

Mutaciones pfmdr1 y Nº 

copias 
[139,141] 

Malaria no 

falciparum 

Cloroquina 

Cura clínica para P. 

vivax, P. ovale, P. 

malariae y P. knowlesi 

sensibles 

Interfiere con la 

detoxificación del 

grupo hemo en el 

parásito 

Resistencia 

confirmada en P. 

vivax en Indonesia y 

el sudeste asiático 

Mutaciones en pfcrt y 

pfmdr1 y Nº copias. 
[117,142] 

Primaquina 

Cura radical de P. 

vivax/ovale. No 

recomendada en 

deficiencia de G6PD 

Hipnozoiticida y 

gametocitocida 
Sin validar 

Posible relación con el gen 

pfmrp 

[117,121,14

3] 

Quimioprevención 

Profilaxis 

Sulfadoxina-

pirimetamina 
TPIe y QPM 

Concentraciones 

preventivas para 

eliminar infecciones 

existentes y nuevas 

La eficacia 

disminuye según la 

frecuencia de 

mutaciones 

Sulfadoxina: mutaciones 

en pfdhps. Pirimetamina: 

mutaciones en pfdhfr 

[113,126] 

SP + AQ QEM 

Farmacología pareada 

para evitar periodos de 

monoterapia 

Selección de 

mutaciones 

pfdhfr/pfdhps sin 

pérdida total de 

eficacia 

Sulfadoxina: mutaciones 

en pfdhps. Pirimetamina: 

mutaciones en pfdhfr. 

Amodiaquina: mutaciones  

pfcrt y pfmdr1 y Nº copias. 

[144] 

Atovacuona-

proguanil 

Viajeros no inmunes a 

zonas endémicas de P. 

falciparum 

Actúa inhibiendo el 

desarrollo del parásito 

en su fase hepática 

Cuando se utiliza de 

forma inadecuada 

Atovacuona: mutaciones 

en pfcytb. Proguanil: 

mutaciones en pfdhfr 

[145] 

Mefloquina Viajeros no inmunes 

Interfiere en la 

detoxificación del 

grupo hemo. 

Resistencia en el 

sudeste asiático 

Mutaciones pfmdr1 y Nº 

copias 
[146] 
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AL: artemèter-lumefantrina; AS + AQ: artesunato-amodiaquina; AS + MQ: artesunato-mefloquina; DHA + 

PPQ: dihidroartemisinina-piperaquina; AS + SP: artesunato-sulfadoxina-pirimetamina; AS + PY: artesunato-

pironadirina; IM: intramuscular; G6PD: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; TPIe: tratamiento preventivo 

intermitente en embarazadas; QPM: quimioprevención perenne de malaria; SP + AQ: sulfadoxina-

pirimetamina-amodiaquina; QEM: quimioprofilaxis estacional de malaria. 

1.9. Epidemiología molecular de la malaria 

La epidemiología molecular se define como la aplicación de las herramientas de biología 

molecular para estudiar la distribución y los determinantes de la enfermedad a nivel 

poblacional, permitiendo la caracterización genética del parásito con fines 

epidemiológicos [147]. 

En los programas de control y eliminación de la malaria, la vigilancia molecular facilita 

la estimación de la prevalencia real mediante la detección de infecciones 

submicroscópicas, la diferenciación entre recrudescencias y reinfecciones, la 

identificación de casos importados y la caracterización de las cadenas de transmisión y 

flujo genético. Asimismo, es de gran utilidad para monitorizar la eficacia de las 

intervenciones, centrando su interés en la vigilancia de las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3, 

que comprometen la utilidad de las PDR [148], y la detección de marcadores moleculares 

asociados a resistencias a antimaláricos. Esta información resulta fundamental para 

orientar las decisiones programáticas y adaptar las guías terapéuticas al perfil genético de 

las poblaciones parasitarias [149]. 

1.9.1. Deleciones y variabilidad de los genes pfhrp2 y pfhrp3 

La eficacia de las PDR que detectan infecciones por P. falciparum se ha visto amenazada 

por la creciente aparición de cepas con los genes pfhrp2 y pfhrp3 delecionados. El gen 

pfhrp2 codifica la proteína PfHRP2, principal diana antigénica de las PDR debido a su 

elevada expresión, estabilidad térmica, sensibilidad y especificidad diagnóstica para esta 

especie [150]. La proteína rica en histidina 3 de P. falciparum (PfHRP3), codificada por 

el gen parálogo pfhrp3, presenta gran similitud estructural con PfHRP2, lo que contribuye 

a su detección por las PDR-PfHRP2 en casos de parasitemias moderadas-altas (> 1000 

parásitos/µL) [151]. 

1.9.1.1. Base genética y función de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 

Los genes pfhrp2 y pfhrp3 se localizan en regiones subteloméricas de los cromosomas 8 

y 13, respectivamente [152]. Ambos genes comparten una estructura similar, compuesta 

por un intrón y dos exones: el exón 1 codifica la secuencia señal de secreción y el exón 2 
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contiene la secuencia codificante principal rica en repeticiones de histidina (Figura 21) 

[153]. 

 

Figura 21. Estructura de los genes pfhrp2 y pfhrp3 y sus regiones flanqueantes [154]. 

Las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 se producen abundantemente durante la fase eritrocítica 

asexual del parásito y en los estadios tempranos de los gametocitos [155]. Aunque su 

función biológica no está completamente esclarecida, se ha propuesto que PfHRP2 

participa en la detoxificación del grupo hemo, además de contribuir a la remodelación del 

eritrocito infectado y a la modulación de la respuesta inmune del hospedador [83]. A pesar 

de ello, los genes codificantes no se consideran esenciales para la supervivencia del 

parásito. No obstante estudios recientes sugieren que su pérdida puede implicar un coste 

en el fitness, lo que podría influir en la dinámica de propagación de las variantes con 

deleciones [156]. 

1.9.1.2. Bases moleculares de las deleciones 

Las deleciones de estos genes pueden variar desde pérdidas completas del gen que 

incluyen amplias regiones flanqueantes (> 20 kb) hasta deleciones parciales que afectan 

a exones específicos [150,157]. Estos eventos se originan principalmente por 

recombinación homóloga y por la inestabilidad de las regiones subteloméricas donde se 

localizan estos loci en el genoma de P. falciparum [150]. Desde un punto de vista clínico, 

se distinguen dos patrones principales: las deleciones simples, que afectan a uno de los 

genes —con mayor frecuencia pfhrp3—, y las deleciones dobles (pfhrp2 y pfhrp3), las 
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cuales tienen una mayor relevancia diagnóstica, ya que provocan de forma consistente el 

fallo en la detección de las PDR-PfHRP2 [151]. 

1.9.1.3. Impacto en el rendimiento de las PDR 

La aparición de parásitos con deleciones en pfhrp2 provoca resultados falsos negativos, 

lo que disminuye la sensibilidad diagnóstica de las PDR y supone un gran reto diagnóstico 

para la malaria por P. falciparum [151], dada la dependencia actual de estas pruebas [150]. 

En los casos de deleción simple de pfhrp2, la proteína PfHRP3 puede compensar 

parcialmente la ausencia de PfHRP2 cuando la parasitemia es relativamente alta. Sin 

embargo, en los casos de baja parasitemia o de deleciones dobles la eficacia de las PDR-

PfHRP2 queda comprometida, ya que arrojan resultados falsos negativos [151]. Esto tiene 

un impacto clínico y epidemiológico grave: el infradiagnóstico puede retrasar o impedir 

el tratamiento, favoreciendo la progresión hacia formas graves y manteniendo reservorios 

que perpetúan la transmisión [158]. 

1.9.1.4. Distribución geográfica y expansión de las deleciones 

La primera deleción identificada en aislados de campo se documentó en la Amazonía 

peruana en el estudio llevado a cabo por Gamboa et al. en 2010 [159]. Desde entonces, se 

ha demostrado su amplia expansión por la cuenca amazónica (Colombia, Brasil, Surinam, 

etc.), así como en diversas regiones de Asia y África (Figura 22) [158,160]. En AS se ha 

observado un incremento preocupante de su prevalencia en múltiples países, destacando 

especialmente los localizados en el Cuerno de África (Eritrea, Yitubi y Etiopía) [161–

163], aunque también se han descrito casos en la costa occidental, como en Ghana [164], 

Mali [165], Guinea Ecuatorial [166], RDC [167], y en el sur del continente, como en 

Angola, donde se has observado deleciones de pfhrp2 en muy baja prevalencia (0,4%) 

[168]. 
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Figura 22. Mapa de prevalencia de deleciones de pfhrp2 en 2024. Las muestras recogidas en cada uno de los 

estudios fueron recolectadas entre 1996 y 2024 [36]. 

Se sabe que las deleciones de pfhrp2 han ocurrido a través de múltiples eventos de 

mutación independientes a nivel global [150], aunque en regiones como en el cuerno de 

África se sugiere que la expansión ha sido a partir de un único origen [162]. Entre los 

factores que favorecen esta expansión destacan el uso generalizado de PDR-PfHRP2 y las 

dinámicas poblacionales que facilitan el flujo de genes mutantes entre distintas áreas 

geográficas. El uso extensivo de las PDR-PfHRP2 ejerce una presión selectiva que 

favorece la expansión de cepas con deleciones, ya que estas variantes son capaces de 

eludir su detección, lo que conlleva a la ausencia de tratamiento y facilita la persistencia 

de la transmisión. Este proceso suele producirse en regiones de baja transmisión y alta 

tasa de tratamiento, donde la menor variabilidad genética parasitaria facilita el 

asentamiento de estos genotipos en las poblaciones circulantes de P. falciparum [169]. 

1.9.1.5. Implicaciones en políticas diagnósticas 

La creciente amenaza de las deleciones pfhrp2/3 compromete la eficacia de las estrategias 

de diagnóstico basadas en PDR-PfHRP2 y aumenta el riesgo de infradiagnóstico a gran 

escala. Ante esta situación, la OMS recomienda realizar evaluaciones periódicas de la 

prevalencia de las deleciones mediante metodologías moleculares estandarizadas. Para 

ello, se deben utilizar métodos capaces de confirmar la ausencia de amplificación de los 

exones y garantizar la calidad del ADN mediante la amplificación de genes de copia única 

como control [170]. A diferencia de la PCR convencional, la qPCR o dPCR son capaces 
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de identificar deleciones en infecciones policlonales en las que coexisten cepas portadoras 

del gen junto con cepas con el gen delecionado [152]. 

La OMS ha establecido un umbral operativo para la toma de decisiones programáticas: 

cuando la prevalencia de deleciones de pfhrp2/3 responsables de falsos negativos en PDR-

PfHRP2 supera el 5%, se recomienda reconsiderar la política diagnóstica nacional. Entre 

las alternativas a este problema se sugiere el uso de PDR basadas en otros antígenos 

(pLDH o aldolasa) —aunque generalmente cuentan con menor sensibilidad y estabilidad 

térmica—, así como la confirmación diagnóstica mediante microscopía o técnicas 

moleculares [170]. A continuación, se muestra la fórmula establecida por la OMS para el 

cálculo de la prevalencia: 

𝑋 =
Nº casos deleción 𝑝𝑓ℎ𝑟𝑝2/3 y falsos negativos en PDR

Nº casos confirmados 𝑃. 𝑓𝑎𝑙𝑐𝑖𝑝𝑎𝑟𝑢𝑚 (otro PDR o microscopía)
 

Donde “X” es la proporción de casos de P. falciparum con resultado falso negativo por 

PDR-PfHRP2 debido a las deleciones en pfhrp2/3, y “PDR” es PDR-PfHRP2. 

1.9.1.6. Variabilidad antigénica y su repercusión en el rendimiento de las PDR-PfHRP2 

La variabilidad antigénica de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 puede influir en el 

rendimiento de las PDR-PfHRP2 debido a determinados polimorfismos de secuencia que 

afectan al número y la disposición de las repeticiones aminoacídicas del exón 2 de estos 

genes (Tabla S1, Anexo I) [158]. Para evaluar su impacto, se han propuesto modelos 

predictivos como el de Baker et al. [171], que sugiere una menor sensibilidad diagnóstica 

en variantes con baja frecuencia de determinados motivos repetitivos, especialmente en 

parasitemias ≤ 250 parásitos/µL, aunque su validez continúa siendo objeto de debate. 

Además, la eficiencia diagnóstica depende de los epítopos reconocidos por los anticuerpos 

monoclonales (MAb) del test, cuya abundancia y conformación espacial pueden verse 

modificadas por esta variabilidad, repercutiendo en la sensibilidad de las PDR [172]. 

1.9.2. Marcadores moleculares de resistencia a antimaláricos 

1.9.2.1. Marcadores asociados a la resistencia a las artemisininas 

El principal determinante molecular asociado a la resistencia parcial a las artemisininas 

son las mutaciones en el gen pfk13. Más concretamente, los polimorfismos vinculados a 

un aclaramiento tardío se concentran en el dominio propeller del extremo carboxilo 

terminal del gen. La OMS clasifica las mutaciones de pfk13 en dos categorías: 1) 

mutaciones validadas, asociadas a un retraso en el aclaramiento in vivo y confirmadas in 
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vitro; y 2) mutaciones candidatas, que cumplen solo uno de los dos criterios anteriores 

(Tabla 3) [173]. Con esto, la OMS ha establecido el umbral de preocupación del 5% de 

prevalencia de un SNP validado o candidato, recomendando en estos casos intensificar la 

vigilancia [174]. 

Tabla 3. Marcadores moleculares de resistencia a las artemisininas: gen pfk13 [173]. 

Marcadores validados Marcadores candidatos 

F446I P441L 

N458Y G449A 

C469Y C469F 

M476I A481V 

Y493H R515K 

R539T P527H 

I543T N537I/D 

P553L G538V 

R561H V568G 

P574L  

C580Y  

R622I  

A675V  

En regiones previas a los dominios donde se concentran las mutaciones avaladas y 

candidatas, se han descrito variantes como K189T y E252Q, que en estudios clínicos se 

han relacionado con un retraso en el aclaramiento parasitario. En particular, la mutación 

E252Q ha mostrado, en estudios in vitro, una posible asociación con resistencia parcial, 

si bien este efecto parece depender de su coexistencia con otras mutaciones [173]. 

Aunque la resistencia a las artemisininas se originó y es más prevalente en el Sudeste 

Asiático, en la última década se han identificado focos de resistencia en África [173]. Se 

ha descrito la fuerte expansión clonal de la mutación R561H en Ruanda [175] y Tanzania 

[176]; así como de A675V y C469Y en Uganda [177]; y de la mutación R622I en la región 

del Cuerno de África [178–180]. 
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Figura 23. Distribución de los marcadores moleculares de resistencia a las artemisininas en África según la 

OMS hasta 2024 [36]. A pesar de aparecer señalados como “no detectado”, países como la República 

Democrática del Congo (RDC) y Angola (casos importados en China) han reportado mutaciones validadas y 

candidatas de resistencia parcial a las artemisininas [181,182]. 

En Angola, los estudios de vigilancia molecular sugieren que el alelo salvaje de pfk13 

continúa siendo predominante [128,131,183,184]. No obstante, en casos importados en 

China procedentes de Angola, se han detectado mutaciones validadas (R539T y P553L) 

[182]. Además, se ha informado de variantes como A578S —frecuente en África, pero 

sin asociación con resistencias— [185], así como un listado de mutaciones no sinónimas 

sin relación confirmada con resistencias: F434Y, T437N, P443R, A504V, A569T, M579I, 

V589I, Q613E y N694K [128,182,186,187]. Asimismo, en países vecinos a Angola 

también se han descrito mutaciones de resistencia en pfk13. En RDC se han identificado 

mutaciones validadas como C469Y [181] y R561H [188], así como las candidatas P441L 

[188] y C469F [189], mientras que en Zambia y Namibia se ha reportado la presencia de 

P441L [36,190]. 
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1.9.2.2. Marcadores asociados a resistencias a las 4-aminoquinolonas y 

arilaminoalcoholes 

Las resistencias a las 4-aminoquinolonas y a los arilaminoalcoholes están medidas 

principalmente por polimorfismos en los genes pfcrt y pfmdr1 [191]. Entre estos fármacos 

existe un fenómeno de presión selectiva cruzada: mutaciones que confieren resistencia a 

las 4-aminoquinolonas pueden aumentar la sensibilidad a algunos arilaminoalcoholes 

[192]. Por ejemplo, el tratamiento con AL tiende a seleccionar los alelos salvajes N86 y 

D1246, y la mutación Y184F en pfmdr1 (haplotipo NFD), asociados a mayor resistencia 

a la lumefantrina [193]. Por el contrario, el uso de AS + AQ selecciona las mutaciones 

N86Y y D1246Y, y el alelo salvaje Y184 (haplotipo YYY), vinculadas a resistencia a 

amodiaquina y cloroquina [194]. 

En esta tesis únicamente se han utilizado los marcadores de pfmdr1 para estudiar las 

resistencias a estos fármacos, por lo que nos centraremos en ellos: 

• N86Y: clave en la resistencia a cloroquina y amodiaquina, aunque aumenta la 

susceptibilidad a lumefantrina y mefloquina [195]. 

• E130K: aunque raro, descrito en aislados africanos [183]. 

• Y184F: frecuente en África, modula la susceptibilidad en combinación con el 

estado del codón 86 [121]. 

• S1034C, N1042D y V1109I: característicos de aislados de Sudamérica y Sudeste 

Asiático (poco frecuentes en África), asociados a resistencias a quinina y 

mefloquina [189]. 

• D1246Y: contribuye a la resistencia a amodiaquina y quinina, aunque más común 

en Sudamérica, ha sido detectado recientemente en aislados de Angola [184] y 

países vecinos como RDC [188] y Zambia [196]. 

Además de los SNP, la variación en el número de copias de pfmdr1 tiene un papel 

relevante en cuanto a la resistencia de algunos fármacos. Su amplificación (múltiples 

copias) confiere resistencia a la mefloquina, halofantrina, lumefantrina y quinina [197]. 

Los principales haplotipos para los genes pfmdr1 y pfcrt en África se muestran en la 

Figura 24. 
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Figura 24. Principales haplotipos de los genes pfcrt y pfmdr1 asociados a resistencias a antimaláricos en 

África. Los datos se corresponden a casos importados en China procedentes de los distintos países africanos 

entre 2012 y 2015 [182]. En la leyenda, la columna de la izquierda hace referencia a los haplotipos de pfmdr1 

(codones 86, 184 y 1246) y la de la derecha a los de pfcrt (codones 72-76). 

En Angola, tras la retirada de la cloroquina como tratamiento de primera línea, se ha 

observado una recuperación progresiva de la sensibilidad a las 4-aminoquinolonas, 

reflejada en el aumento de la frecuencia de alelo salvaje N86 de pfmdr1 y en la 

disminución de la mutación K76T de pfcrt [183,198]. 

1.9.2.3. Marcadores asociados a resistencias a antifolatos 

La resistencia a la SP en P. falciparum se debe a la acumulación progresiva de mutaciones 

puntuales en los genes pfdhfr y pfdhps. En pfdhfr, las mutaciones N51I, C59R, S108N y 

I164L —esta última se relaciona con niveles elevados de resistencia— confieren 

resistencia a la pirimetamina. En pfdhps, las mutaciones vinculadas a la resistencia a 

sulfadoxina son: I431V (emergente en África central), S436A/F, A437G, K540E, A581G 

y A613S/T [199]. 
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El grado de resistencia se evalúa mediante haplotipos combinados de ambos genes. Los 

triples mutantes pfdhfr (N51I, C59R y S108N) y el doble pfdhps (A437G y K540E) 

constituyen las combinaciones básicas. Los grados de resistencia en base a estas 

combinaciones son [200]: 

• Parcialmente resistente (cuádruple mutante): triple pfdhfr + A437G pfdhps 

(IRNG). 

• Totalmente resistente (Quíntuple mutante): triple pfdhfr + doble pfdhps (IRNGE). 

• Superresistente (séxtuple mutante): quíntuple mutante + A581G de pfdhps 

(IRNGEG). 

En Angola, los estudios realizados en provincias como Benguela, Zaire y Lunda Sul 

muestran que el haplotipo parcialmente resistente (IRNG) es el más común, con una 

prevalencia cercana a la fijación de las mutaciones N51I y S108N (pfdhfr) y A437G 

(pfdhps) [201]. La mutación I164L (pfdhfr) fue detectada por primera vez en la ciudad de 

Lubango (provincia de Huíla) [126]. 

A continuación, se muestra la evolución espacio temporal de los principales marcadores 

moleculares asociados a la resistencia a la sulfadoxina en África. 



  

45 

  

 
Figura 25. Evolución espacio-temporal de la expansión de marcadores de resistencia a SP en África bajo 

umbrales críticos de prevalencia [202]. Las figuras A, E e I muestran la evolución temporal de la expansión 

de las mutaciones A437G, K540E y A581G en pfdhps, respectivamente, desde 1990 hasta 2020 en el 

continente africano. El resto de figuras muestran la expansión geográfica de estos mismos marcadores en los 

años 2000, 2010 y 2020 por los distintos países africanos. 

Hasta 2022, la OMS recomendaba no utilizar SP en estrategias de quimioprevención 

cuando la prevalencia de la mutación K540E superaba el 50% en la QPM y el 95% en el 

TPIe [203,204]. No obstante, estudios más recientes indican que la SP puede mantener su 

eficacia incluso en contextos con alta prevalencia de este marcador. Sin embargo, se 

considera que las zonas donde la prevalencia de la mutación A581G alcanza o supera el 

10% podrían no ser adecuadas para la implementación del TPIe [115]. Con esta situación, 

existe una gran preocupación por la expansión de haplotipos superresistentes y de 

variantes emergentes como I431V en pfdhps (haplotipo VAGKGS). Esta variante ya se 

ha detectado en varios países de África occidental, entre ellos Nigeria, Mali y Costa de 

Marfil [205], donde representa una amenaza creciente al poder comprometer la eficacia 

de las estrategias profilácticas [199]. 

A modo de resumen, en la Tabla 4 se muestran, los principales marcadores moleculares 

de resistencia a antimaláricos para los genes pfdmdr1, pfdhfr y pfdhps. 
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Tabla 4. Marcadores de resistencia a las 4-aminoquinolonas, arilaminoalcoholes y antifolatos de P. 

falciparum. 

Gen* Fármaco/s 
Posición 

codón 

Posición 

nucleótidos 

Triplete 

en 3D7 

Aminoácido 

salvaje 

Aminoácido 

mutado 

pfmdr1 
4-aminoquinolonas 

y arilaminoalcoholes 

86 256-8 AAT N Y 

130 388-90 GAA E K 

184 550-2 TAT Y F 

1034 3100-2 AGT S C 

1042 3124-6 AAT N D 

1109 3325-7 GTA V I 

1246 3736-8 GAT D Y 

pfdhfr 
Pirimetamina y 

proguanil 

51 151-3 AAT N I 

59 175-7 CGT** C R 

108 322-4 AAC** S N/T 

164 490-2 ATA I L 

pfdhps Sulfamidas 

431 1291-3 ATA I V 

436 1306-8 TCT S A 

437 1309-11 GGT** A G 

540 1618-20 AAA K E 

581 1741-3 GCG A G 

613 1837-9 GCC A S 

* No se muestra el gen pfcrt por no haber sido analizado en esta tesis doctoral. 

** El triplete que aparece en la secuencia referencia del clon 3D7 contiene la mutación. 
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2. Justificación 

Angola está entre los 10 países con mayor incidencia de malaria, lo que refleja sus 

dificultades en el acceso al diagnóstico, tratamiento y mantenimiento de la vigilancia 

epidemiológica. Estas limitaciones se acentúan en entornos rurales como Cubal, donde la 

ausencia o debilidad de los sistemas de vigilancia impide disponer de datos robustos sobre 

la verdadera prevalencia de la enfermedad y las características genéticas de su principal 

agente causal, P. falciparum. La falta de información compromete el diseño y la 

implementación de intervenciones adaptadas al contexto local, perpetuando la 

transmisión, y el impacto sanitario y socioeconómico asociado a esta enfermedad. 

El diagnóstico de la malaria en Cubal se basa en la microscopía y el uso de las PDR-

PfHRP2. Si bien estas herramientas han permitido ampliar el acceso al diagnóstico, 

presentan serias limitaciones. Ambas muestran una sensibilidad reducida en infecciones 

con baja parasitemia, y dificultades para la correcta identificación de especies y detección 

de infecciones mixtas. En cambio, la PCR es capaz de detectar infecciones 

submicroscópicas, e identificar con exactitud las especies y las coinfecciones. Sin 

embargo, su implementación en áreas con recursos limitados es compleja debido a sus 

requerimientos técnicos y económicos. En este contexto, las DBS permiten la recolección, 

almacenamiento y transporte de muestras para su posterior análisis molecular en centros 

de referencia. Por su parte, las PDR-PfHRP2, ampliamente utilizadas por su simplicidad 

y bajo coste, se enfrentan a una amenaza creciente derivada de la expansión de cepas con 

los genes pfhrp2/pfhrp3 delecionados, lo que puede generar falsos negativos y 

comprometer el manejo de casos clínicos. Se ha alertado de estas variantes en países 

vecinos y de casos sospechosos en Angola. En consecuencia, la fiabilidad de esta 

herramienta diagnóstica en regiones como Cubal podría estar comprometida, sin que 

existan datos locales que permitan constatarlo. 

Históricamente, el control y el manejo de casos de malaria han estado marcados por la 

pérdida progresiva de eficacia a los antimaláricos debido a la capacidad adaptativa del 

parásito. Actualmente, la detección de marcadores moleculares asociados a resistencias a 

las artemisininas y a sus fármacos acompañantes en las TCA, en Angola y países 

colindantes, plantea un elevado riesgo para la eficacia de los tratamientos de primera línea. 

De igual modo, el aumento de la prevalencia de mutaciones asociadas a resistencia a la 

SP compromete las estrategias de quimioprofilaxis dirigidas a poblaciones vulnerables. 

La ausencia de datos locales en Cubal dificulta evaluar la magnitud real de este problema 

y limita la capacidad de anticipar posibles fallos terapéuticos. 



  

48 

  

Ante esta problemática, el uso de técnicas moleculares permite aumentar el rendimiento 

diagnóstico, y caracterizar la diversidad genética del parásito al identificar marcadores de 

resistencia y monitorizar la presencia de deleciones génicas. 
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3. Hipótesis y objetivos 

3.1. Hipótesis 

Las técnicas moleculares para el diagnóstico y la caracterización genética de P. 

falciparum constituyen herramientas útiles para generar información epidemiológica 

relevante sobre la carga de malaria, la distribución de las especies de Plasmodium 

circulantes, la frecuencia e implicaciones de las infecciones mixtas, y la presencia de 

marcadores moleculares asociados a la evasión diagnóstica de las PDR y a la resistencia 

a los antimaláricos en entornos rurales endémicos como Cubal. La integración de esta 

información en los sistemas de vigilancia proporcionará evidencia complementaria para 

orientar las estrategias y políticas de control de la enfermedad, apoyando la adopción de 

intervenciones dirigidas a reducir la transmisión, la morbilidad y la mortalidad asociadas 

a la malaria. 

3.2.  Objetivos 

3.2.1. Objetivo general 

Aplicar y evaluar las herramientas moleculares para la mejora del diagnóstico y el 

fortalecimiento de los sistemas de vigilancia epidemiológica de la malaria en el municipio 

rural de Cubal. 

3.2.2.  Objetivos específicos 

A) Diagnóstico molecular de la malaria y estrategias de detección en contextos 

endémicos y rurales como Cubal. 

 

1. Calcular la frecuencia de casos de malaria, y caracterizar la distribución de las 

especies de Plasmodium circulantes e infecciones mixtas en pacientes febriles del 

municipio de Cubal mediante el análisis integrado de las diferentes herramientas 

diagnósticas utilizadas. 

 

2. Evaluar la utilidad de la PCR en tiempo real para el diagnóstico de la malaria en 

pacientes con sintomatología febril en Cubal, comparando su rendimiento con los 

métodos diagnósticos convencionales (microscopía y PDR). 

 

3. Analizar la viabilidad del uso de DBS como método de recogida, conservación y 

transporte de muestras sanguíneas desde un entorno con recursos limitados como 
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Cubal hacia un centro de referencia, para su posterior diagnóstico molecular 

mediante PCR en tiempo real. 

 

B) Caracterización genética de P. falciparum para el manejo de la malaria en Cubal, 

Angola. 

 

1. Determinar la frecuencia de deleciones de los exones 1-2 y 2 en los genes pfhrp2 

y pfhrp3 en la población de estudio, así como caracterizar la variabilidad 

antigénica de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 mediante el análisis de repeticiones 

de aminoácidos y epítopos de unión a MAb, evaluando su potencial impacto en 

la sensibilidad de las PDR-PfHRP2. 

 

2. Caracterizar el perfil molecular de resistencia a antimaláricos mediante la 

determinación de la frecuencia de mutaciones en genes clave (pfk13, pfmdr1, 

pfdhfr y pfdhps), y analizar su implicación en la susceptibilidad a las TCA y SP 

en el municipio de Cubal. 
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4. Metodología 

A continuación, se muestra un esquema del diseño metodológico que resume las 

diferentes fases y procedimientos llevados a cabo en los estudios incluidos en esta tesis 

doctoral. 

 
Figura 26. Diagrama de flujo de la metodología llevada a cabo en los estudios incluidos en esta tesis. En 

primer lugar, se realizaron tres muestreos entre mayo de 2022 y octubre de 2023, dos en el Hospital Nossa 

Senhora da Paz (HNSP) de Cubal (Angola) y uno en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) de 

Barcelona (España), incluyendo pacientes con sospecha de malaria (fiebre y antecedente epidemiológico) y 

controles que simulan sangre infectada. Se obtuvieron muestras de sangre capilar y venosa para el diagnóstico 

en terreno (HNSP; microscopía y PDR), y para su posterior análisis molecular en el HUVH y el Centro 

Nacional de Medicina Tropical (CNMT) de Madrid (España) tras ser transportadas como muestras de sangre 

seca (DBS) y ADN eluido. El análisis molecular se llevó a cabo mediante PCR en tiempo real para la detección 

de Plasmodium spp. e identificación de especies. Las muestras confirmadas para P. falciparum fueron 

secuenciadas para los genes de interés tras su amplificación por nested PCR. Esta metodología permitió 

desarrollar cuatro líneas de investigación: 1) la evaluación de la PCR en tiempo real para el diagnóstico de 

malaria [206], 2) la validación del uso de DBS para su posterior análisis molecular [207], 3) el análisis de 

deleciones de los genes pfhrp2/3 y variabilidad de las proteínas ricas en histidina 2 y 3 de P. falciparum 

(PfHRP2/3), y 4) la caracterización de marcadores moleculares de resistencia a antimaláricos (genes: pfk13, 

pfmdr1, pfdhfr y pfdhps). 
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5. Resultados 

Los resultados de la presente tesis doctoral se estructuran en dos bloques que abordan sus 

principales temáticas: el diagnóstico molecular de la malaria y la caracterización genética 

de P. falciparum, ambos orientados a mejorar el control de la enfermedad en Cubal 

(Angola). Cada uno de estos bloques incluye dos artículos científicos, ya publicados en 

revistas internacionales de acceso abierto especializadas en parasitología y malaria. 

Bloque 1: Diagnóstico molecular de la malaria y estrategias de detección en 

contextos endémicos y rurales como Cubal 

Este bloque se centra en la evaluación y optimización de herramientas moleculares para 

el diagnóstico de la malaria en un entorno rural y endémico como Cubal. Incluye dos 

estudios complementarios entre sí: el primero analiza la utilidad de la PCR en tiempo real 

en comparación con las técnicas diagnósticas convencionales, y el segundo evalúa el uso 

de DBS como estrategia para la recogida, conservación y transporte de muestras en 

entornos con recursos limitados. 

Artículo 1. PCR en tiempo real para el diagnóstico de la malaria e identificación 

de especies de Plasmodium en pacientes febriles en Cubal, Angola 

Título original: Real‑time PCR for malaria diagnosis and identification of Plasmodium 

species in febrile patients in Cubal, Angola. 

Autores: Mediavilla A, Silgado A, Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Martínez-Vallejo 

P, Maturana CR, Goterris L, Nindia A, Martínez-Campreciós J, Aixut S, Aznar-Ruiz-de-

Alegría ML, Fernández-Soto P, Muro A, Salvador F, Molina I, Berzosa P, Oliveira-Souto 

I, Sulleiro E. 

Revista: Parasites & Vectors (Factor de impacto: 3,5; Q1 en parasitología y enfermedades 

infecciosas). 

Fecha de publicación: 11 de septiembre de 2024. 

DOI: 10.1186/s13071-024-06467-3 
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Antecedentes 

La malaria es la enfermedad parasitaria con mayor morbimortalidad a nivel mundial. La 

OMS estima que hubo aproximadamente 249 millones de casos en 2022, de los cuales el 

3,4% se registraron en Angola. El diagnóstico se basa en la identificación del parásito 

mediante examen microscópico, detección de antígenos y/o pruebas moleculares, como 

la PCR. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la utilidad de la PCR en tiempo real 

como método diagnóstico de la malaria en un área endémica (Cubal, Angola). 

Métodos 

Se llevó a cabo un estudio transversal en el HNSP de Cubal, Angola, incluyendo a 200 

pacientes que consultaron por síndrome febril entre mayo y julio de 2022. De cada 

paciente se obtuvo una muestra de sangre capilar mediante punción digital para el 

diagnóstico de malaria en campo (microscopía y PDR) y una muestra de sangre venosa 

para PCR en tiempo real realizada en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) 

en Barcelona, España. Cualquier participante con resultado positivo en al menos uno de 

estos tres métodos fue diagnosticado de malaria. 

Resultados 

De los 200 participantes incluidos, el 54% eran mujeres y la edad mediana fue de 7 años. 

La malaria se diagnosticó mediante al menos una de las tres técnicas (microscopía, PDR 

y/o PCR en tiempo real) en el 58% de los participantes, siendo la PDR la técnica con 

mayor porcentaje de positividad (49%), seguido de la PCR en tiempo real (39,5%) y la 

microscopía (33,5%). De las 61 muestras discordantes, 4 fueron positivas únicamente por 

microscopía, 13 por PCR en tiempo real y 26 por PDR. P. falciparum fue la especie más 

frecuente (90,6%), seguida de P. malariae (17,2%) y P. ovale (9,4%). Se detectaron 

infecciones mixtas en diez participantes (15,63%): seis (60%) fueron causadas por P. 

falciparum y P. malariae, tres (30%) por P. falciparum y P. ovale, y una (10%) infección 

triple por estas tres especies. Además, se observó que la infección mixta por P. falciparum 

y P. malariae incrementó significativamente la densidad parasitaria de esta última. 

Conclusiones 

La PDR fue la técnica con mayor tasa de positividad, seguida de la PCR en tiempo real y 

la microscopía. Los resultados de la PCR en tiempo real pueden haber sido infraestimados 

debido a condiciones subóptimas de almacenamiento durante el transporte de los eluidos 

de ADN. Sin embargo, las técnicas de PCR en tiempo real tienen un papel importante en 

la vigilancia. 
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Artículo 2. Evaluación del uso de DBS para el diagnóstico de la malaria mediante 

PCR en tiempo real en un entorno rural de Angola 

Título original: Evaluation of dried blood spot sampling for real‑time PCR malaria 

diagnostics in a rural setting in Angola. 

Autores: Mediavilla A, Febrer-Sendra B, Silgado A, Martínez-Vallejo P, Crego-Vicente 

B, Nindi, A, Maturana CR, Goterris L, Martínez-Campreciós J, Aixut S, Fernández-Soto 

P, Aznar ML, Muro A, Oliveira-Souto I, Molina I,  Sulleiro E. 

Revista: Parasites & Vectors (Factor de impacto: 3,5; Q1 en parasitología y enfermedades 

infecciosas). 

Fecha de publicación: 7 de febrero de 2025. 

DOI: 10.1186/s13071-025-06685-3 
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Resumen 

Antecedentes 

La malaria es la enfermedad parasitaria con mayor morbimortalidad a nivel mundial. 

Angola es uno de los cinco países de África subsahariana con mayor carga de malaria 

(datos 2022). El diagnóstico mediante PCR en tiempo real en áreas endémicas no se ha 

implementado debido a su alto coste y a la necesidad de infraestructuras adecuadas. Las 

DBS constituyen una alternativa para la recogida, conservación y transporte de muestras 

sanguíneas a laboratorios de referencia. El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia de 

las DBS como método de muestreo en estudios de investigación sobre malaria que 

emplean PCR en tiempo real. 

Métodos 

El estudio se dividió en dos fases: (i) estudio prospectivo en el HUVH para comparar la 

PCR en tiempo real a partir de sangre total o DBS, incluyendo 12 muestras de sangre 

venosa de pacientes con PCR en tiempo real positiva para Plasmodium spp. y 10 muestras 

de control de calidad (nueve muestras infectadas y un control negativo). Las muestras se 

recogieron como DBS (10, 20, 50 µl/círculo). Las muestras de ambas fases del estudio se 

analizaron mediante PCR en tiempo real genérica (Plasmodium spp.) y, posteriormente, 

las muestras positivas se sometieron a PCR en tiempo real específica de especie (especies 

de Plasmodium); y (ii) estudio transversal realizado en el HNSP, Cubal (Angola), que 

incluyó a 200 participantes con fiebre. De cada paciente se obtuvo una muestra de sangre 

capilar fresca (microscopía y PDR) y sangre venosa recogida como DBS (dos círculos de 

10 µl combinados para un volumen total de 20 µl de DBS). Los DBS fueron enviados al 

HUVH, Barcelona, España. 

Resultados 

(i) La PCR en tiempo real a partir de sangre total fue positiva en el 100% de las 21 

muestras infectadas por Plasmodium spp., mientras que la PCR en tiempo real a partir de 

DBS detectó la infección por Plasmodium spp. en proporciones menores: 76,2% (16/21) 

para 10 µl, 85,7% (18/21) para 20 µl, 88,2% (15/17) para 50 µl y 85,7% (18/21) para DBS 

de 100 µl. (ii) El diagnóstico en campo (microscopía y/o PDR) mostró una tasa de 

positividad del 51,5% (103/200), mientras que el 50% (100/200) de las muestras de DBS 

resultaron positivas mediante PCR en tiempo real. Utilizando el diagnóstico en campo 

como método de referencia, la sensibilidad de la PCR en tiempo real en muestras de DBS 

fue del 77,7% y la especificidad del 79,4%. Se identificaron especies de Plasmodium en 
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86 muestras mediante PCR en tiempo real: el 81,4% (16/86) fueron causadas por P. 

falciparum, el 11,6% (10/86) fueron infecciones mixtas de P. falciparum + P. malariae, 

el 4,7% (4/86) fueron P. falciparum + P. ovale, y el 2,3% (2/86) fueron infecciones mixtas 

triples. 

Conclusiones 

El volumen de DBS utilizado para la extracción de ADN es un factor determinante en el 

rendimiento de la PCR en tiempo real para la detección de ADN de Plasmodium. Un 

volumen de DBS de 50–100 µl parece ser óptimo para el diagnóstico de la malaria y la 

determinación de especies de Plasmodium mediante PCR en tiempo real. El DBS es un 

método adecuado para la recogida de muestras en Cubal, seguido de su análisis mediante 

PCR en tiempo real en un laboratorio de referencia. 
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5.1. Bloque 2: Caracterización genética de P. falciparum para el manejo 

de la malaria en Angola 

Este bloque aborda la caracterización genética de P. falciparum como herramienta clave 

para optimizar el diagnóstico y el tratamiento de la malaria en Angola, mediante el uso de 

técnicas de PCR y secuenciación aplicadas a la epidemiología molecular. Se incluyen dos 

estudios independientes: el primero analiza las deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3 y 

la variabilidad de las proteínas que codifican, y su impacto en el rendimiento de las PDR; 

y el segundo evalúa la frecuencia de los marcadores moleculares de resistencia a 

antimaláricos, con especial atención a los genes pfk13, pfmdr1, pfdhfr y pfdhps. 

Artículo 3. Análisis de las deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3, y de la 

estructura y variabilidad de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3: implicaciones para 

el rendimiento de los test de diagnóstico rápido de malaria en Cubal, Angola 

Título original: Analysis of pfhrp2 and pfhrp3 gene deletions, and the structure and 

variability of PfHRP2 and PfHRP3 proteins: implications for the performance of malaria 

rapid diagnostic tests in Cubal, Angola 

Autores: Mediavilla A, Molina-de la Fuente I, Martínez-Vallejo P, Francisco K, Martins 

JF, Febrer-Sendra B, Maturana CR, Silgado A, Nindia A, Goterris L, Martínez-

Campreciós J, Oliveira-Souto I, Molina I, Berzosa P, Sulleiro E. 

Revista: Malaria Journal (Factor de impacto: 3; Q2 en parasitología). Revista 

internacional de referencia en investigación sobre malaria. 

Fecha de publicación: 30 de septiembre de 2025. 

DOI: 10.1186/s12936-025-05523-2 
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Resumen 

Antecedentes 

Las PDR-PfHRP2 se utilizan ampliamente para el diagnóstico de la malaria. Sin embargo, 

su eficacia se ve comprometida por deleciones y variaciones genéticas en los genes pfhrp2 

y pfhrp3. Además, la variabilidad antigénica, incluyendo diversas variantes proteicas y 

perfiles de epítopos, puede afectar a la sensibilidad de las PDR. Este estudio tuvo como 

objetivo describir la frecuencia y la variabilidad genética de las deleciones de pfhrp2 y 

pfhrp3 y evaluar la variabilidad de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 mediante el análisis 

de su impacto en el rendimiento de las PDR en Cubal, un área rural del oeste de Angola. 

Métodos 

Las muestras se recogieron en el HNSP de Cubal entre mayo y julio de 2022. Un total de 

100 muestras de gotas de sangre seca de pacientes febriles fueron confirmadas como 

positivas para Plasmodium spp. mediante PCR en tiempo real. El diagnóstico de malaria 

se validó mediante microscopía de gota gruesa y PDR dirigidas a PfHRP2 y pLDH. Las 

deleciones en pfhrp2 y pfhrp3 se evaluaron mediante amplificación por PCR de los exones 

1–2 y 2. Las secuencias del exón 2 se analizaron para identificar repeticiones de 

aminoácidos y epítopos candidatos, y las muestras se clasificaron según la sensibilidad 

prevista de las PDR. 

Resultados 

La identificación de especies reveló que el 96% estaban infectados por P. falciparum y 

fueron incluidos en los análisis; se encontraron deleciones en el exón 1–2 en el 7,3% 

(pfhrp2) y en el 11,46% (pfhrp3) de los aislados. No se observaron deleciones en el exón 

2 de pfhrp2 ni de pfhrp3. El análisis proteico reveló una variabilidad significativa en las 

repeticiones de histidina entre los diferentes grupos de muestras establecidos según la 

sensibilidad teórica a las PDR. En PfHRP2, los epítopos 3A4 y C1-13 estuvieron presentes 

en el 100% de las muestras, observándose las mayores frecuencias por aislado (15 y 18 

veces por aislado, respectivamente). 

Conclusiones 

La baja prevalencia de deleciones en pfhrp2 y la ausencia de deleciones dobles en 

pfhrp2/3, junto con el buen rendimiento de las PDR-PfHRP2, sugieren que estos test son 

una herramienta diagnóstica adecuada en Cubal. No obstante, el seguimiento continuo de 

las deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 es esencial para garantizar su eficacia a largo plazo. La 
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variabilidad de PfHRP2 puede influir en el rendimiento de las PDR; sin embargo, se 

requieren más estudios para aclarar su impacto preciso. Estos hallazgos mejoran la 

comprensión de la variabilidad genética y la estructura de PfHRP2 y PfHRP3, destacando 

el potencial de los PfHRP2-PDR dirigidos a los epítopos 3A4 y C1-13 para mejorar el 

diagnóstico de la malaria. 
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Artículo 4. Marcadores moleculares de resistencia a antimaláricos en los genes 

pfk13, pfmdr1, pfdhfr y pfdhps de Plasmodium falciparum en el municipio rural 

de Cubal, provincia de Benguela, Angola (2022-2023) 

Título original: Molecular markers of antimalarial drug resistance in pfk13, pfmdr1, 

pfdhfr, and pfdhps genes of Plasmodium falciparum in a rural municipality in Cubal, 

Benguela Province, Angola (2022–2023). 
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Resumen 

Antecedentes 

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

Angola, donde P. falciparum es responsable de la mayoría de las infecciones. El uso 

generalizado de AL como tratamiento de primera línea y de SP para el TPIe ejerce una 

presión selectiva sobre las poblaciones parasitarias locales. La vigilancia molecular de los 

marcadores de resistencia es esencial para monitorizar la sensibilidad y anticipar cambios 

que puedan influir en las estrategias de tratamiento y prevención. Este estudio analizó los 

polimorfismos en los genes pfk13, pfmdr1, pfdhfr y pfdhps en aislados de P. falciparum 

procedentes de Cubal, provincia de Benguela, con el objetivo de evaluar la evolución 

genética del parásito bajo la presión de AL y SP. 

Métodos 

Se llevó a cabo un estudio transversal entre 2022 y 2023 en el HNSP (Cubal). Se 

incluyeron un total de 139 infecciones por P. falciparum confirmadas mediante PCR en 

tiempo real. Las DBS fueron sometidas a secuenciación de los genes implicados en la 

resistencia. Se determinaron las frecuencias de mutaciones y haplotipos asociados a 

resistencia a antimaláricos. 

Resultados 

De las 120 secuencias de pfk13, se detectaron mutaciones en 12 aislados (10%), 

incluyendo cinco variantes no sinónimas; sin embargo, ninguna correspondió a 

marcadores validados o candidatos de resistencia a artemisininas. En pfmdr1 (100 

secuencias), la mutación más prevalente fue Y184F (43%), mientras que N86Y fue rara 

(1%) y D1246Y no se detectó. Además, se identificaron siete variantes adicionales en este 

gen. 

De los 101 aislados correctamente secuenciados para pfdhfr/pfdhps, el 77,2% presentaba 

la triple mutación de pfdhfr N51I/C59R/S108N. En pfdhps, la mutación A437G se 

encontraba prácticamente fijada (98%), K540E mostró una prevalencia moderada (23,8%) 

y A581G no se detectó. Los haplotipos más frecuentes de pfdhps fueron ISGKAA (64,4%) 

e ISGEAA (22,8%). El análisis combinado de pfdhfr/pfdhps clasificó el 58,4% de los 

aislados como “parcialmente resistentes” (IRNG) y el 17,8% como “totalmente 

resistentes” (IRNGE), sin detectarse haplotipos “superresistentes”. También se 

identificaron mutaciones adicionales no asociadas a resistencia a SP. 
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Conclusiones 

Este estudio proporciona un perfil molecular actualizado de la resistencia a antimaláricos 

en un área rural de Angola. No se identificaron marcadores validados ni candidatos en 

pfk13 asociados a resistencia a artemisininas. Sin embargo, la predominancia de 

haplotipos de pfmdr1 vinculados a una menor sensibilidad a la lumefantrina plantea 

preocupaciones sobre la eficacia de AL. Aunque la SP sigue siendo adecuada para el TPIe, 

la presencia del haplotipo “totalmente resistente” (IRNGE) en pfdhfr/pfdhps sugiere 

posibles riesgos para su eficacia a largo plazo. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de 

implementar sistemas integrados de vigilancia molecular y estudios periódicos de eficacia 

terapéutica para orientar las políticas de control de la malaria en entornos rurales de 

Angola. 
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6. Discusión 

En este apartado se integran y discuten los principales hallazgos obtenidos en los cuatro 

estudios que componen la presente tesis doctoral, abordando de forma conjunta las 

aportaciones del diagnóstico molecular y de la caracterización genética de P. falciparum 

al conocimiento de la malaria en el municipio de Cubal (Angola). 

6.1.  Diagnóstico molecular de la malaria y estrategias de detección en 

contextos endémicos y rurales como Cubal 

En regiones de AS con elevada carga de malaria como Angola, un diagnóstico temprano 

y preciso constituye un elemento clave para reducir la morbimortalidad, proporcionar un 

manejo clínico adecuado a cada paciente e interrumpir la transmisión mediante la 

aplicación de un tratamiento adecuado y seguro [208]. 

Tradicionalmente, el diagnóstico de la malaria se ha centrado en el uso de la microscopía, 

que continúa siendo la técnica gold standard en contextos endémicos, y las PDR, cuyas 

limitaciones se acentúan en escenarios donde se requiere un control más exhaustivo de la 

enfermedad [209]. La PCR en tiempo real se propone como una herramienta 

complementaria de alto rendimiento, capaz de detectar las infecciones submicroscópicas 

y de mejorar la identificación de especies e infecciones mixtas [210]. Además, permite 

una aproximación indirecta a la determinación de la carga parasitaria [211]. Por lo que es 

una herramienta ideal tanto en el ámbito clínico como en la investigación epidemiológica 

[212]. 

6.1.1. PCR en tiempo real para el diagnóstico e identificación de especies de 

Plasmodium en Cubal 

El análisis del rendimiento de la PCR en tiempo real en pacientes febriles en Cubal sugiere 

una mejora en la detección de casos de malaria también en regiones endémicas, 

especialmente cuando se compara con los métodos diagnósticos convencionales. La PCR 

mostró una mayor capacidad para detectar infecciones que el examen microscópico por 

gota gruesa (tasas de positividad de 39,5% y 33,5%, respectivamente), lo que confirma su 

mayor sensibilidad, particularmente en casos de baja densidad parasitaria. Sin embargo, 

detectó una menor proporción de casos que la PDR (49%). Además, en comparación con 

la PDR, la PCR presentó mayor especificidad (72,9% y 82,7%, respectivamente) [93], 

teniendo en cuenta que las PDR pueden verse condicionadas por la persistencia del 

antígeno PfHRP2 en sangre tras una infección pasada [85]. 
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Uno de los hallazgos más relevantes fue la capacidad de la PCR para identificar 

infecciones submicroscópicas, elevando la tasa de positividad del 33,5% (microscopía) al 

39,5% (PCR) e identificando un 6,5% (13/200) de casos positivos exclusivamente por la 

técnica molecular en relación a las técnicas convencionales (microscopía y PDR). Esta 

superioridad diagnóstica se fundamenta en su bajo límite de detección (< 0,5-5 

parásitos/µL) [81] frente a los 50-100 parásitos/µL de la microscopía realizada por un 

microscopista experto [209] o a los 163 parásitos/µL de la PDR, lo cual se vio reflejado 

en los elevados valores de Ct (> 31,8) de las muestras positivas por PCR y negativas por 

microscopía y PDR. Estos resultados son consistentes con otros estudios realizados en 

Guinea Ecuatorial [213,214] y la RDC [214], en los cuales se confirmó que los métodos 

convencionales infraestiman la carga real de malaria con respecto a la PCR al no detectar 

las infecciones de baja densidad parasitaria. Gracias a esto, podemos comprender mejor 

los patrones de transmisión en Cubal, donde una proporción significativa de la población 

febril puede albergar parasitemias bajas con potencial para continuar la cadena de 

transmisión [59]. Además, si esta población no recibe tratamiento como consecuencia del 

infradiagnóstico de las técnicas convencionales puede desembocar en una evolución 

desfavorable de la enfermedad y la aparición de formas graves [81].  

La PCR permitió identificar la gran mayoría de las especies de Plasmodium causantes de 

la infección, incluyendo las especies no falciparum como P. malariae y P. ovale, así como 

la detección de infecciones mixtas, habitualmente no detectadas mediante microscopía 

[90]. Por último, se utilizaron los valores de Ct para dar una aproximación indirecta de la 

densidad parasitaria, observándose una correlación lineal negativa significativa (r = -0,5, 

P-valor < 0,001) donde menores valores de Ct correspondían a mayores densidades 

parasitarias determinadas por microscopía, permitiendo diferenciar eficientemente entre 

las infecciones de baja o alta intensidad. Esta característica, refuerza el potencial de la 

PCR en tiempo real no solo como herramienta cualitativa, sino también semi-cuantitativa 

para monitorizar la respuesta al tratamiento y como criterio de gravedad en los casos de 

altas parasitemias, siendo aplicable tanto para el manejo clínico como para estudios 

epidemiológicos [215,216]. 

Las discrepancias observadas entre las tres técnicas diagnósticas utilizadas han de 

interpretarse teniendo en cuenta las limitaciones y condiciones operativas del estudio. Los 

33 casos con resultados positivos por PDR y negativos por PCR pueden explicarse, en 

parte, por la posible persistencia de PfHRP2 hasta varias semanas después de la curación 

clínica [85], además de por la posible degradación del ADN en los eluidos transportados. 

Sin embargo, los 11 casos positivos por microscopia y negativos por PCR podrían deberse 
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al factor subjetivo de la observación microscópica y la presencia de artefactos en la 

preparación de la muestra que induzcan a error [217]. Por el contrario, se observó una 

menor discordancia de resultados positivos por PCR y negativos por PDR (14 muestras). 

Teoricamente, la posible degradación del ADN parasitario se produjo durante el 

transporte de los eluidos desde Cubal al HUVH de Barcelona. La imposibilidad de 

mantener la cadena de frío en todo momento, además de un transporte o almacenamiento 

inadecuado puede causar la degradación del ADN y derivar en falsos negativos por PCR 

[91]. A ello se le suma la utilización de sangre venosa en lugar de sangre capilar, lo que 

pudo contribuir a una ligera pérdida de sensibilidad [218]. Por el contrario, los casos con 

PCR positiva y resultados negativos por los métodos convencionales reflejan, en su 

mayoría, infecciones submicroscópicas con cargas parasitarias inferiores al límite de 

detección de la gota gruesa o de las PDR [81]. En estos casos, la calidad del ADN fue 

suficiente para su amplificación mediante PCR. No obstante, en el momento del análisis 

aún no podía descartarse que parte de los falsos negativos por PDR estuvieran 

relacionados con la presencia de deleciones en los genes pfhrp2/pfhrp3 [219]. Esta 

hipótesis motivó la realización posterior de un estudio específico para evaluar la 

frecuencia de dichas deleciones en Cubal. 

En cuanto a la identificación de las infecciones mixtas, la frecuencia observada (15,6%) 

superó la esperada estadísticamente (7,2%) si siguiese una distribución aleatoria de las 

diferentes especies en la población. Este hallazgo sugiere la existencia de factores 

biológicos, epidemiológicos y conductuales que favorecen la coinfección, como las 

diferencias individuales en la exposición a los vectores o en la susceptibilidad del 

huésped. Asimismo, una mayor utilización de los servicios sanitarios por parte de 

pacientes con cuadros clínicos más graves podría contribuir a explicar esta asociación, ya 

que las infecciones mixtas podrían generar una sintomatología más intensa y, por tanto, 

una mayor probabilidad de consulta y diagnóstico [220,221]. En este último aspecto cabe 

destacar el predominio de las coinfecciones por P. falciparum y P. malariae, en las cuales 

mediante el análisis indirecto de la parasitemia por PCR se pudo observar un efecto 

sinérgico en cuanto a las densidades parasitarias de una y otra especie cuando actúan de 

forma conjunta, especialmente en el caso de P. malariae [220]. Este hallazgo podría estar 

relacionado con la biología particular de esta especie, capaz de establecer infecciones de 

curso más crónico, con bajas densidades parasitarias y frecuentemente con un cuadro 

clínico leve [40]. La adquisición posterior de P. falciparum podría favorecer la aparición 

de sintomatología clínica y provocar un aumento relativo de la densidad parasitaria de P. 

malariae al modificar la interacción previa huésped-parásito, lo que pondría de relieve la 
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complejidad clínica y biológica de las infecciones mixtas. Estas interacciones pueden 

influir tanto en la presentación clínica como en la evolución de la infección. Además, el 

infradiagnóstico de las infecciones mixtas mediante microscopía o PDR podría contribuir 

al mantenimiento de reservorios parasitarios [221]. Por ejemplo, en las coinfecciones por 

P. falciparum y P. malariae o P. ovale, las especies no falciparum pueden pasar 

desapercibidas, lo que impediría un seguimiento adecuado de estas infecciones y llevaría 

a subestimar su contribución a la epidemiología local [59]. 

Desde una perspectiva global, los resultados confirmaron que la PCR permite obtener una 

estimación más precisa de la carga real de malaria en la población estudiada que el resto 

de técnicas diagnósticas, siempre y cuando se lleve a cabo bajo unas condiciones de 

conservación y transporte adecuadas al tipo de muestra [91]. Mientras que la microscopía 

tiende a infraestimar la prevalencia debido a su alto límite de detección (80 parásitos µL 

en este estudio), las PDR pueden sobreestimarla en determinados contextos por la 

persistencia antigénica [222]. Es por ello que, la incorporación de técnicas moleculares 

mejora la confirmación diagnóstica, reduce la probabilidad de resultados falsos negativos 

y positivos, contribuye a un manejo clínico más adecuado al asegurar la identificación de 

las especies implicadas, y permite conocer la distribución real de especies en un área 

determinada [223]. 

Estos hallazgos fueron coherentes con estudios realizados en otros países de AS, donde 

se ha descrito la sensibilidad superior de la PCR frente a la microscopía y las limitaciones 

compartidas de las técnicas convencionales [224,225]. En cambio, nuestros resultados 

contrastan con estudios que informaron de una mayor sensibilidad de la PCR frente a la 

PDR [214,226]. Nuestra hipótesis es que estas diferencias pudieron deberse 

principalmente a la degradación del ADN durante el transporte. En Angola, los datos 

reflejan una alta prevalencia de malaria en pacientes febriles (58%) y el predominio de P. 

falciparum, coincidiendo con estudios nacionales previos realizados en la provincia de 

Bengo (noroeste de Angola) que también informaron sobre una presencia importante de 

infecciones mixtas y de especies no falciparum, incluyendo en este caso también 

infecciones por P. vivax [227,228]. 

No obstante, la implementación de la PCR en tiempo real en Cubal presenta serias 

dificultades. Su dependencia de infraestructuras especializadas impide su uso como 

herramienta de primera línea en entornos con recursos limitados [59,229]. Además, las 

dificultades logísticas asociadas al transporte y conservación de muestras, las cuales nos 

llevaron a hipotetizar la degradación del ADN en este estudio, subrayan la necesidad de 
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optimizar estrategias alternativas que garanticen la estabilidad del material genético. En 

este sentido, el uso de DBS se propone como una alternativa de fácil aplicabilidad para 

implementar la PCR en tiempo real en estudios de investigación y vigilancia 

epidemiológica en entornos rurales de Angola [89]. Por otro lado, la técnica LAMP surge 

como una solución diagnóstica adaptada al punto de atención (point of care), ya que 

permite un diagnóstico altamente sensible sin la necesidad de equipamiento específico 

como termocicladores. Un estudio previo llevado a cabo en Cubal [93] mostró resultados 

prometedores para la implementación del diagnóstico molecular de malaria en 

laboratorios rurales con recursos limitados. 

6.1.2. Evaluación de las DBS para el diagnóstico molecular de la malaria 

mediante PCR en tiempo real en Cubal 

Los resultados del primer estudio pusieron de manifiesto una discrepancia inesperada en 

el rendimiento diagnóstico, en las que la PDR parecía superar a la PCR en tiempo real 

realizada a partir de ADN extraído in situ [206]. Este hallazgo llevó a replantear las 

condiciones preanalíticas del proceso, sugiriendo como hipótesis la degradación del ADN 

parasitario durante el transporte del HNSP al HUVH. Por ello, se planteó validar el uso 

del DBS como una estrategia para resolver esta limitación y favorecer la aplicabilidad real 

del diagnóstico molecular en entornos rurales como Cubal. 

La primera fase de optimización, realizada en el HUVH utilizando muestras de pacientes 

con malaria y controles de calidad que simulaban sangre infectada, confirmó que el 

volumen de sangre depositado en el papel de filtro constituye un factor clave en la 

sensibilidad analítica de la PCR, como ya se describió en estudios anteriores [230,231]. 

Se evidenció una relación directa entre el volumen inoculado y el rendimiento de la 

técnica molecular, estableciéndose como óptimos los volúmenes de 50-100 µL, en los que 

la pérdida de rendimiento respecto a la sangre total fue relativamente baja (~ 3 Ct). Esta 

pérdida de sensibilidad se puede atribuir a la recuperación incompleta del volumen 

sanguíneo inoculado y a los factores de dilución utilizados durante los procesos de 

recuperación de muestra y de extracción de ADN [89,232]. Esta limitación debe tenerse 

en cuenta en infecciones de muy baja densidad parasitaria en las cuales el uso de DBS 

puede dar lugar a falsos negativos. Se identificó un valor > 34 Ct en la PCR a tiempo real 

de muestra de sangre total como el umbral a partir del cual la PCR realizada a partir de 

DBS (PCR-DBS) era negativa. 

Al contrastar estos resultados con estudios ya publicados, se confirmó que la pérdida de 

sensibilidad asociada al uso de DBS es un fenómeno ampliamente descrito y dependiente 
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de múltiples factores, como el volumen de muestra, las condiciones de secado y 

almacenamiento (tiempo, temperatura y humedad), o las características del papel de filtro 

(siendo Whatman 903 y 3MM los más adecuados) [89,233]. La proporción del número de 

casos no detectados con respecto a la extracción a partir de sangre total (14,3%) es 

concordante con los resultados reportados en otros estudios, que varían entre el 4% y el 

27% de pérdida según el estudio [231,234]. Algunos autores han asociado la pérdida de 

sensibilidad del DBS a condiciones de altas temperaturas y humedad, llegando a describir 

una reducción de sensibilidad de la PCR entre 10-100 veces tras ser almacenados a 30 °C 

y 60% de humedad durante diferentes periodos de tiempo de hasta 30 días [232]. 

A la hora de identificar las especies de Plasmodium incluidas en esta fase del estudio (P. 

falciparum y P. malariae), el rendimiento de la PCR-DBS fue generalmente satisfactorio, 

aunque con una mayor efectividad aparente para P. falciparum al igual que en estudios 

anteriormente publicados [231,235]. Sin embargo, la PCR-DBS no pudo determinar la 

especie en todos los casos en los que sí lo había hecho la PCR a partir de sangre total. Este 

fenómeno parece atribuirse más bien a la menor sensibilidad de la PCR utilizada para 

determinar las especies con respecto la empleada para detectar la infección por 

Plasmodium spp., que del propio uso del DBS. Este mismo fenómeno se ha reportado con 

anterioridad en estudios que explican que la multiplexación de las PCR empleada para 

identificar las especies disminuye su sensibilidad analítica [230], e incluso establecen 

valores de corte de la PCR genérica > 36 Ct [231], cercanos a los nuestros (> 35 Ct) a 

partir de los cuales la PCR específica no es capaz de determinar la especie de Plasmodium. 

Por otro lado, estudios respaldan la idea de que la detección de otras especies no 

falciparum como P. vivax (no analizado en esta tesis) suele verse más comprometida 

debido a las parasitemias normalmente inferiores que presenta [235,236]. 

La validación de la utilización de las DBS en Cubal aportó resultados que respaldan su 

uso como herramienta para el transporte de muestras en las que se va a llevar a cabo el 

diagnóstico de la malaria por PCR en tiempo real. La PCR-DBS mostró una tasa de 

positividad (50%) similar a la PDR (49%) y superior a la microscopía (33,5%) 

considerados de forma individual. Sin embargo, al compararse con el diagnóstico 

combinado en terreno (microscopía + PDR) —cuya tasa de positividad fue del 51,5%—, 

su rendimiento aparente fue ligeramente menor, lo que refuerza la interpretación de que 

una proporción de los casos detectados por PDR podría corresponder a falsos positivos 

derivados de la persistencia de PfHRP2 en sangre [237]. Paralelamente, la detección de 

casos positivos exclusivamente por PCR-DBS confirma la capacidad de esta herramienta 
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molecular para identificar infecciones submicroscópicas indetectables mediante las 

técnicas realizadas en terreno [236]. 

Al comparar estos resultados con los del primer estudio, en los que se analizaron las 

mismas muestras procedentes del mismo grupo de pacientes, se evidenció un rendimiento 

superior de la PCR-DBS frente a la PCR a partir de ADN extraído in situ. Este hallazgo 

confirmó la hipótesis de que la degradación del ADN parasitario durante el transporte de 

los eluidos al HUVH alteró en gran medida los resultados iniciales de la PCR en tiempo 

real. Además, el uso de DBS permitió una identificación más precisa de las especies, 

incluyendo la correcta identificación de infecciones mixtas que previamente habían sido 

clasificadas como infecciones individuales por P. malariae y P. ovale debido a la pérdida 

del ADN parasitario de P. falciparum al encontrarse en menor cantidad. Este fenómeno 

explica las discrepancias observadas con la PDR del primer estudio, concretamente en 

aquellos casos en los que se detectaba PfHRP2 en ausencia aparente de material genético 

de P. falciparum. En cuanto a la cuantificación indirecta de la densidad parasitaria, la 

PCR-DBS también mostró una aproximación más fiable en comparación a la PCR 

realizada a partir de la extracción in situ. 

La utilización de DBS aporta un valor logístico fundamental al permitir superar las 

principales limitaciones metodológicas asociadas a los entornos endémicos y rurales con 

recursos limitados, eliminando la cadena de frío y facilitando el transporte y 

almacenamiento de muestras en condiciones subóptimas [238]. Más allá de su utilidad 

para el transporte de muestras de diagnóstico, esta tecnología abre la puerta a la 

implementación de estudios de epidemiología molecular entornos como el de Cubal, 

incluyendo la vigilancia de marcadores moleculares de interés [89,239], que pueden ser 

utilizados para reforzar los programas de control y vigilancia en Angola. 

6.2. Caracterización genética de P. falciparum para el manejo de la 

malaria en Angola 

En la presente tesis, el estudio de epidemiología molecular se centra principalmente en 

dos líneas de investigación interrelacionadas entre sí —el diagnóstico y el tratamiento— 

desarrolladas en dos estudios en los que se analizaron muestras recogidas en el HNSP de 

Cubal. Por un lado, se analizó la presencia de deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3 y 

la variabilidad estructural de las proteínas que codifican, evaluando su impacto sobre el 

rendimiento de las PDR y por tanto en los posibles fallos diagnósticos. Por otro lado, se 

estudió el perfil molecular de resistencia a antimaláricos mediante el análisis de 
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mutaciones en genes clave como pfk13, pfmdr1, pfdhfr y pfdhps, lo que ha permitido 

analizar la presión selectiva ejercida por el uso de AL como tratamiento de primera línea 

para la malaria no complicada y de la SP en los programas de TPIe, y valorar la eficacia 

de estos fármacos que constituyen las principales estrategias terapéuticas y preventivas en 

Angola. 

La vigilancia molecular de P. falciparum ha adquirido una importancia creciente en los 

programas de control de la malaria, debido a su capacidad para detectar cambios genéticos 

que pueden afectar tanto al rendimiento de las herramientas diagnósticas como a la 

eficacia de los tratamientos antimaláricos [240]. Los estudios incluidos en este bloque 

pretenden analizar la situación de estos marcadores en Cubal y contextualizarlos dentro 

del panorama epidemiológico regional. 

6.2.1. Deleciones de los genes pfhrp2/pfhrp3 y variabilidad de las proteínas 

PfHRP2/PfHRP3: impacto en los test de diagnóstico rápido 

El diagnóstico de la malaria depende en gran medida de las PDR-PfHRP2. Sin embargo, 

la aparición de cepas de P. falciparum con los genes pfhrp2 y pfhrp3 delecionados en AS 

ha provocado una creciente preocupación por su impacto en la fiabilidad diagnóstica de 

las PDR, lo que ha motivado la necesidad de llevar a cabo estudios de vigilancia molecular 

que permitan monitorizar la aparición de estas alteraciones genéticas [160]. 

En este estudio no se identificaron deleciones de genes completos ni parciales en el exón 

2 de ningún gen, y la frecuencia de deleciones dobles (en pfhrp2 y pfhrp3 

simultáneamente) fue nula, siendo este último aspecto especialmente relevante dado que 

estas son las que comprometen de forma más directa el buen funcionamiento de las PDR 

[150]. Aunque sí se observaron deleciones parciales correspondientes al exón 1-2, estas 

fueron más frecuentes en pfhrp3 (11,5%) que en pfhrp2 (7,3%), lo cual está en línea con 

lo descrito en la literatura [157,166]. No obstante, su impacto clínico parece limitado, ya 

que no cumplieron los criterios establecidos por la OMS para explicar los fallos 

diagnósticos de las PDR [170]: la mayoría de estas deleciones fueron infecciones 

submicroscópicas (negativas por microscopía), reflejadas en valores de Ct altos de la PCR 

en tiempo real, o por el contrario no fueron discordantes con el resultado de la PDR 

(microscopía + y PDR -). 

Es probable que se haya sobreestimado el número de estas deleciones parciales debido a 

la menor sensibilidad de la PCR dirigida al exón 1-2 con respecto a la PCR del exón 2, ya 

que el exón 1 cuenta con repeticiones ricas en adenina y timina que implican una baja 
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eficiencia de amplificación [152]. En las muestras con muy bajas densidades parasitarias, 

próximas o por debajo del límite de detección de la PDR utilizada (163 parásitos/µL), los 

bajos niveles de ADN pudieron desembocar en falsos negativos en la PCR [241]. 

La baja prevalencia de deleciones detectadas en Cubal está en consonancia con el estudio 

llevado a cabo por Plucinski et al. en otras regiones de Angola, en el que se detectaron en 

Uíge deleciones de pfhrp2 y en Huambo deleciones dobles pfhrp2/pfhrp3 en frecuencias 

inferiores al 1% [168]. Estos resultados sitúan al país angoleño en una posición más 

favorable respecto a los países del África oriental como Eritrea [242] y Etiopía [162], 

donde las deleciones de pfhrp2 han superado el umbral de la OMS (5% de prevalencia de 

falsos negativos por PDR) comprometiendo seriamente el uso de las PDR-PfHRP2. El 

patrón observado en Cubal es más similar al descrito en África occidental y central, donde 

las deleciones con impacto clínico siguen siendo menos frecuentes [243]. No obstante, la 

detección de deleciones en países de esta región como Nigeria, Gabón [243], Guinea 

Ecuatorial [166] o países vecinos como la RDC [244] obliga a mantener una vigilancia 

activa ante el riesgo de expansión regional. 

Desde una perspectiva más evolutiva y epidemiológica, la baja frecuencia de deleciones 

en Cubal podría explicarse por dos motivos: en primer lugar, por la elevada tasa de 

transmisión que implica una elevada variabilidad genética que, sumada a la competencia 

entre las distintas cepas circulantes puede limitar la expansión de variantes con deleciones 

[169]; se ha postulado que las deleciones en pfrhp2/pfhrp3 suponen una pérdida del fitness 

parasitario, lo que dificulta que estas cepas compitan con el tipo salvaje en ausencia de 

una presión selectiva diagnóstica extrema [156]. Además, se debe tener en cuenta que, la 

frecuente presencia de infecciones policlonales en regiones de alta transmisión como 

Cubal, puede provocar un enmascaramiento de estas deleciones al utilizar técnicas de PCR 

convencional, ya que la coexistencia de cepas con genes intactos permite mantener tanto 

la positividad de las PDR como la amplificación por PCR, pasando por alto la cepa 

portadora de la deleción [147]. En segundo lugar, el uso predominante de la microscopía 

para el diagnóstico de malaria estaría relacionado con una limitada presión selectiva sobre 

los parásitos con deleciones, ya que, a diferencia de las PDR-PfHRP2, su capacidad de 

detección no se ve influenciada por la presencia de parásitos con o sin deleciones y, por 

tanto, no favorece diferencialmente su supervivencia y transmisión [244]. 

El análisis de la variabilidad estructural de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 en los aislados 

de Cubal, pone de manifiesto un elevado grado de polimorfismo en las repeticiones de 

aminoácidos, particularmente acentuado en PfHRP2. En este estudio se identificaron 
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hasta 15 tipos de repeticiones en PfHRP2, frente a 10 en PfHRP3, mostrando una mayor 

variación en el número y frecuencias de cada tipo de repetición por aislado para PfHRP2. 

Estos resultados apoyan una mayor variabilidad de esta proteína, en concordancia con lo 

descrito en diferentes regiones endémicas de África y Asia, donde PfHRP2 siempre 

muestra un mayor polimorfismo y una mayor proporción de secuencias únicas que su 

homóloga PfHRP3, sugiriendo una mayor plasticidad evolutiva [153]. En Cubal, destacó 

la identificación de la repetición tipo 11 en PfHRP3, un hallazgo poco frecuente 

previamente descrito únicamente en Etiopía [157], lo que amplía el conocimiento sobre 

la diversidad de esta proteína en AS. 

A pesar de esta elevada variabilidad, la organización general de las secuencias y los 

patrones de repetición se mantuvieron conservados, lo cual es coherente con estudios 

previos llevados a cabo en diferentes regiones de Asia, América y África [153,154,245–

251], y sugiere que, más allá de la heterogeneidad de las secuencias, la arquitectura 

funcional de estas proteínas permanece relativamente estable. Esta conservación 

estructural condiciona la interacción con los MAb empleados en las PDR. Nuestros 

hallazgos confirmaron la presencia constante de los epítopos 3A4 y C1-13 en la totalidad 

de los aislados analizados para PfHRP2, mostrando unas elevadas frecuencias por aislado 

(mediana de 15 y 18 repeticiones, respectivamente). Estos resultados son muy similares a 

los informados en otras regiones como Amhara (Etiopía) [157] y Madagascar [252], 

donde estos epítopos también fueron los más prevalentes. Tal y como señala Molina-de 

la Fuente et al. [157] la relevancia de estos epítopos no solo radica en su abundancia, sino 

en su accesibilidad estructural en la superficie de la proteína, lo que facilita la unión de 

los MAb utilizados en las PDR. 

Existe la hipótesis de que, la variabilidad en el número y disposición de las repeticiones 

podría influir en el rendimiento diagnóstico de las PDR, especialmente en infecciones de 

baja parasitemia [171]. A pesar de ello, en este estudio no ha sido posible establecer una 

relación concluyente entre el polimorfismo de PfHRP2 y los fallos diagnósticos 

observados, al igual que otros estudios realizados en países de AS como Madagascar 

[252], Kenia [253], India [249], diferentes regiones de Centroamérica [245] o incluso del 

mismo autor original que realizó esta hipótesis [153]. Esta limitación se debe en gran 

medida, al reducido número de casos con resultados discordantes encontrados en Cubal, 

lo que impidió realizar un análisis robusto. Por ello, los resultados no permitieron 

confirmar de manera definitiva el modelo previamente propuesto por Baker que relaciona 

la estructura de estas proteínas con la sensibilidad de las PDR [171], lo que pone de 
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manifiesto la necesidad de estudios adicionales con mayor tamaño muestral y un mayor 

número de falsos negativos de la PDR siguiendo los protocolos establecidos por la OMS. 

Desde un punto de vista aplicado, la conservación y elevada frecuencia de epítopos, 

especialmente el 3A4 y el C1-13, observados en Cubal contribuyen a explicar el buen 

rendimiento observado de las PDR-PfHRP2 en este municipio. Estas pruebas se 

mantienen como herramientas eficaces en pacientes sintomáticos y con densidades 

parasitarias moderadas o elevadas. No obstante, su interpretación ha de realizarse con 

cautela, y valorar la persistencia antigénica en pacientes que han pasado una infección 

reciente ya que, puede ser la causa de falsos positivos en entornos de alta transmisión [85]. 

Por otra parte, las especies no falciparum como P. malariae y P. ovale no pueden ser 

detectadas con las PDR que tienen como diana únicamente la proteína PfHRP2, por lo 

que se recomienda la combinación de PfHRP2 con otra proteína panmalárica como la 

pLDH o aldolasa [254], y realizar un diagnóstico microscópico de confirmación siempre 

y cuando sea posible. 

La concordancia entre los hallazgos moleculares y el rendimiento clínico observado, junto 

con la elevada prevalencia de P. falciparum en Cubal respaldan la utilidad de las PDR-

PfHRP2 en la práctica asistencial y su continuidad como herramienta de primera línea en 

el manejo de la malaria en entornos rurales con recursos limitados. 

Desde una perspectiva más epidemiológica, es importante considerar que la presión 

selectiva derivada del uso extendido de las PDR-PfHRP2 puede favorecer la expansión 

de variantes parasitarias con deleciones o modificaciones estructurales que escapen a su 

detección y por tanto comprometan su rendimiento [169]. En este sentido, la variabilidad 

observada, junto con la sospecha de deleciones parciales, subraya la importancia de 

mantener sistemas de vigilancia molecular continuada. La implementación de estudios a 

mayor escala, siguiendo las pautas marcadas por la OMS [170], permitirá detectar de 

forma precoz posibles cambios en las poblaciones parasitarias y garantizar la eficacia 

sostenida de las estrategias diagnósticas en Angola. 

6.2.2. Marcadores moleculares de resistencias a antimaláricos 

La vigilancia de los marcadores moleculares de resistencia ha pasado de ser una 

herramienta de apoyo a un componente fundamental para el control de la malaria. La 

caracterización genética del parásito tiene un impacto directo en la adecuación de las 

pautas de tratamiento y en la eficacia de las estrategias quimioprofilácticas. En contextos 

de elevada presión farmacológica, el análisis de SNPs en genes clave posibilita la 
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detección precoz de cambios en la susceptibilidad a los distintos antimaláricos, 

permitiendo anticipar posibles fallos terapéuticos antes de que se manifiesten 

clínicamente [255]. 

En nuestro estudio, el análisis del gen pfk13 en Cubal mostró una susceptibilidad 

conservada frente a los derivados de la artemisinina. No se identificaron mutaciones 

validadas ni candidatas relacionadas a la resistencia parcial a artemisininas según el 

listado de la OMS [173], lo que sugiere que la eficacia de estos fármacos se mantiene en 

esta región. No obstante, se detectaron mutaciones no sinónimas, entre las que destacan 

V589I y Q613E, cuyo significado clínico aún no ha sido definido. La presencia de estas 

mutaciones, previamente descritas en casos importados en China desde Angola [182], 

subraya la necesidad de investigar su posible asociación con un retraso en el aclaramiento 

parasitario tras el tratamiento, fenómeno cada vez más extendido en AS. 

Un hallazgo interesante fue la identificación de la mutación sinónima A578A, la cual está 

localizada en la misma posición que la mutación A578S —ampliamente distribuida en AS 

y sin relación directa con resistencias a las artemisininas [256]—, lo que sugiere que este 

locus es genéticamente inestable y susceptible de sufrir mutaciones. En conjunto, los 

resultados del estudio llevado a cabo en Cubal, son coherentes con los estudios previos 

realizados en otras regiones de Angola, en los que se ha descrito una baja o incluso nula 

variabilidad en pfk13 y la mayoría de las mutaciones descritas no parecen tener una 

relación con las resistencias a las artemisininas [128,131,183,184,257]. Aunque se debe 

de tener en cuenta que en casos aislados como los importados en China, se ha informado 

de mutaciones validadas como R539T y P553L [182]. Es por ello que, aunque la eficacia 

de las artemisininas parece preservada en Cubal, la detección de mutaciones no sinónimas 

y la presencia de marcadores validados en casos exportados, refuerzan la necesidad de 

mantener una vigilancia molecular ante posibles eventos emergentes de resistencia. 

En cuanto a los fármacos acompañantes de las TCA, el perfil genético del gen pfmdr1 

observado en Cubal, sugiere una adaptación progresiva del parásito a la presión ejercida 

por el uso del AL como tratamiento de primera línea frente a la malaria no complicada. 

Se observó el predominio de los haplotipos NFD (42%) y NYD (57%) —codones 86, 184 

y 1246—, aunque el primero indica un mayor grado de resistencia [258], ambos están 

asociados a una menor susceptibilidad a la lumefantrina [194], y de forma antagónica, a 

una mayor susceptibilidad a la amodiaquina [259]. 

Este patrón se ve reforzado por la casi fijación del alelo N86 (99%), la elevada frecuencia 

de la mutación 184F (43%) y la ausencia de D1246Y, configurando un perfil genético 
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característico de poblaciones parasitarias expuestas de forma sostenida a AL. Desde el 

punto de vista clínico, este perfil podría tener implicaciones en la eficacia terapéutica. 

Estudios previos en diferentes provincias de Angola como Zaire, Lunda Sul [131], Bengo 

[132] y Luanda [184], han asociado estos haplotipos con episodios de recrudescencia y 

tasas de curación inferiores o cercanas al umbral recomendado (< 90%). A pesar de ello, 

la ausencia de marcadores de resistencia a la artemisinina permite que el AL continúe 

siendo una opción válida como tratamiento de primera línea en Cubal. No obstante, estos 

hallazgos refuerzan la necesidad de implementar sistemas de vigilancia y EET cada dos 

años. Como alternativa a este problema, la combinación AS + AQ podría considerarse, 

dado el perfil molecular de susceptibilidad a la amodiaquina observado, aunque su uso 

puede verse limitado por problemas de tolerabilidad y adherencia [108]. 

Por otro lado, el análisis de los genes pfdhfr y pfdhps reveló un escenario de presión 

selectiva consolidada frente a la SP, derivada tanto de su uso histórico para el tratamiento 

tratamiento como de su aplicación actual en estrategias preventivas como el TPIe. En 

Cubal, el triple mutante IRN en pfdhfr —codones 51, 59 y 108— presentó una alta 

prevalencia (77,2%), mientras que en pfdhps la mutación K540E apareció con una 

frecuencia moderada pero relevante (23,8%). Fue notable la ausencia de la mutación 

A581G, asociada a niveles más elevados de resistencia a la sulfadoxina [200].  

En cuanto a los haplotipos combinados, predominaron los parásitos parcialmente 

resistentes (58,4%), seguidos de los haplotipos totalmente resistentes (17,8%), sin 

evidenciarse la presencia de haplotipos superresistentes. Este perfil sitúa a Cubal en una 

posición intermedia dentro del contexto africano, más cercana a la observada en países 

del África occidental y central, donde predominan las formas parcialmente resistentes 

como Nigeria [195], Ghana [258], Guinea Ecuatorial [133] o la República del Congo 

[260], y alejada de la situación descrita en países del África oriental, como Uganda [177] 

o Tanzania [261], donde la elevada prevalencia de haplotipos superresistentes ha puesto 

en duda la eficacia preventiva de la SP. 

La interpretación final sugiere que la SP continúa siendo una herramienta válida para el 

TPIe en Cubal. Sin embargo, la elevada frecuencia de mutaciones asociadas a resistencias, 

junto con la presencia no despreciable de haplotipos totalmente resistentes y, el aumento 

de la mutación K540E —superior a los niveles descritos en Angola entre los años 2008 y 

2011 [126,198,262,263]— constituyen señales de alerta. La aparición o expansión de 

mutaciones adicionales como A581G (pfdhps) [262] o I164L (pfdhfr) [126], ya descritas 
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en otras regiones del país, podría comprometer la eficacia de esta estrategia a medio o 

largo plazo. 

La elevada frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia a SP observada en Cubal 

resulta especialmente relevante si se considera que la cobertura del TPIe en Angola 

durante los años 2023-2024 fue del 31% [66]. Aunque los datos disponibles no permiten 

identificar el origen de esta presión selectiva, no puede descartarse que el uso de SP fuera 

de las indicaciones recomendadas, utilizándolo como tratamiento curativo, pueda 

contribuir al mantenimiento y expansión de estos genotipos resistentes. Esta hipótesis ha 

sido planteada en otros contextos africanos donde se ha documentado la persistencia del 

uso de SP pese a no formar parte de las recomendaciones terapéuticas vigentes [135]. En 

consecuencia, sería recomendable desarrollar estudios específicos que evalúen los 

patrones locales de prescripción y utilización de antimaláricos, con el fin de determinar si 

el uso inapropiado de SP podría estar favoreciendo la selección de mutaciones de 

resistencia en Cubal y otras regiones de Angola. 

A pesar de esto, las prevalencias observadas en los marcadores moleculares de resistencia 

a SP en Cubal están muy por debajo de los umbrales recomendados para el cambio de 

estrategia en el TPIe (K540E ≥ 95% y A581G ≥ 10%) [204,264] y la QPM (K540E > 

50%) [265]. Es por ello que, al margen de continuar con el TPIe, se podría considerar su 

extensión a otras estrategias preventivas como la QPM, y la QEM en regiones donde se 

haya demostrado la estacionalidad de la transmisión. Asimismo, la combinación de 

sulfadoxina-pirimetamina-amodiaquina (SP + AQ), ampliamente utilizada en la región 

del Sahel [144], podría constituir una opción viable, dado el perfil de susceptibilidad 

observado, y evitando así la aparición de nuevas resistencias al tratarse de una terapia 

combinada de fármacos con diferentes mecanismos de acción [199]. 

Los perfiles genéticos observados en Cubal, reflejan de manera consistente el impacto de 

la presión farmacológica sostenida. El uso extendido de AL ha favorecido la selección de 

haplotipos específicos en pfmdr1, mientras que la utilización continuada de SP, ha 

impulsado la acumulación de mutaciones en pfdhfr y pfdhps. Estos procesos ilustran una 

dinámica evolutiva continuada basada en la selección de haplotipos y la adaptación 

progresiva del parásito, que ajusta su genoma para sobrevivir en presencia de los fármacos 

empleados para la prevención y el tratamiento de la malaria [124]. 

En este contexto, la vigilancia molecular se consolida como una herramienta clave para 

detectar cambios tempranos en la susceptibilidad del parásito a los antimaláricos y 

anticipar posibles fallos terapéuticos antes de su traducción clínica [127]. Su integración 
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con los EET y con los programas nacionales de control garantizará una toma de decisiones 

basada en la evidencia científica. 

6.3. Limitaciones de la tesis 

A pesar de la relevancia de los hallazgos presentados en esta tesis doctoral, es necesario 

considerar una serie de limitaciones que pueden influir en la interpretación de los 

resultados. 

6.3.1. Limitaciones logísticas y epidemiológicas 

Las condiciones logísticas propias de entornos rurales con recursos limitados como Cubal 

influyeron principalmente en el desarrollo del primer estudio. La imposibilidad de 

mantener una cadena de frío adecuada durante el transporte de los eluídos de ADN pudo 

haber favorecido la degradación del material genético, afectando negativamente al 

rendimiento de la PCR y, potencialmente, subestimando su sensibilidad diagnóstica. 

Aunque la introducción del uso de muestras en formato de DBS permitió mejorar 

significativamente la conservación del ADN parasitario, el volumen de sangre disponible 

para su procesamiento estuvo condicionado a los protocolos preanalíticos y analíticos del 

HNSP, y al estado nutricional de la población estudiada, especialmente en niños. Esta 

restricción hizo que el volumen de sangre recogido (20 µl) fuera inferior al óptimo (50-

100 µl) y pudo haber reducido la capacidad de detección de infecciones con muy baja 

parasitemia. 

Por último, el diseño de los muestreos realizados en el HNSP presenta una posible 

limitación en cuanto a la representatividad temporal de la transmisión. La recogida de 

muestras se realizó principalmente durante el periodo de transición entre la estación 

lluviosa y la seca. Dado a la variación en la transmisión observada en Cubal según la 

época del año, es posible que la prevalencia de la infección, la distribución de especies y 

la frecuencia de determinados marcadores moleculares varíen durante los picos de 

máxima y mínima transmisión, lo cual no se ha podido constatar con exactitud en estos 

estudios. 

6.3.2. Limitaciones técnicas y de rendimiento diagnóstico 

Se observó una diferencia de sensibilidad entre la PCR en tiempo real genérica para 

Plasmodium spp. y la PCR múltiple para la identificación de las distintas especies, siendo 

esta última menos sensible. Esta limitación afectó principalmente a la capacidad de 
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identificación de la especie de Plasmodium en infecciones con parasitemias muy bajas, 

asociadas a valores elevados de Ct de la PCR genérica (Ct > 34-35). 

Por otro lado, el rendimiento diferencial observado en los ensayos de PCR a tiempo real 

utilizados para el análisis de deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3 ha de tenerse en 

cuenta a la hora de interpretar los resultados de las deleciones parciales observadas. En 

particular, la PCR dirigida al exón 1-2 sugirió una menor sensibilidad en comparación con 

la PCR que amplificaba el exón 2. Esta diferencia en la eficiencia de amplificación podría 

haber llevado a una sobreestimación de algunas de las deleciones parciales observadas, 

especialmente en muestras con baja densidad parasitaria, donde la ausencia de 

amplificación podría deberse a limitaciones técnicas más que a la verdadera deleción de 

ese fragmento génico. 

6.3.3. Limitaciones en la caracterización molecular 

La elevada tasa de transmisión en Cubal frecuentemente conlleva a una alta frecuencia de 

infecciones policlonales. La coexistencia de cepas con y sin deleciones en los genes 

pfhrp2 y pfhrp3 puede dar lugar a fenómenos de enmascaramiento de deleciones cuando 

se emplean técnicas de PCR convencional, ya que se amplifica la región no delecionada, 

dejando enmascarada la delecionada, por lo que no podemos asegurar que se hayan pasado 

por alto algunas deleciones. Sin embargo, a efectos prácticos, estas deleciones no 

explicarían las discordancias entre la PDR y el resto de métodos, ya que, en estos casos, 

las PDR deberían detectar las proteínas sintetizadas por las cepas sin deleción. 

Otra limitación importante fue el no poder llevar a cabo un estudio de correlación entre 

los SNPs observados en pfk13 y los fenotipos clínicos o experimentales (in vivo o in vitro) 

en relación con las resistencias a las artemisininas. Esta circunstancia restringe 

principalmente la capacidad de establecer el posible impacto de las mutaciones no 

sinónimas detectadas. Asimismo, no fue posible evaluar el número de copias del gen 

pfmdr1, un factor importante en la susceptibilidad a la lumefantrina, ni analizar los 

marcadores de resistencia en pfcrt, lo que limita la interpretación completa del perfil de 

resistencia a este fármaco. No obstante, este último aspecto se pretende incluir en las 

líneas de investigación futuras, con el objetivo de obtener una caracterización más 

completa de los marcadores moleculares asociados a resistencia a los antimaláricos en 

Cubal. 

Estas limitaciones ponen de manifiesto la necesidad de futuros estudios que integren un 

muestreo longitudinal, metodologías más sensibles y una mayor correlación con los datos 
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clínicos, con el fin de profundizar en la compresión de la epidemiología de la malaria en 

Cubal y otros entornos rurales de Angola. 
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7. Conclusiones 

I. La proporción de casos de malaria en la población febril de Cubal, calculada a partir 

de los resultados de todas las técnicas diagnósticas utilizadas es muy elevada (61,5%). 

P. falciparum es la especie más prevalente (100%), mientras que P. malariae (17,2%) 

y P. ovale (9,4%) se detectaron exclusivamente en coinfección con P. falciparum. La 

elevada frecuencia de infecciones mixtas (18,6%) resalta la complejidad 

epidemiológica local. 

 

II. La PCR en tiempo real presenta un mayor rendimiento diagnóstico que la 

microscopía, especialmente en la detección de infecciones de baja densidad 

parasitaria. Además, permite detectar infecciones submicroscópicas e identificar 

especies e infecciones mixtas con mayor exactitud. 

 

III. El uso de DBS facilita el transporte y la conservación de muestras sin necesidad de 

cadena de frío. Esta metodología presenta mejores resultados de PCR en tiempo real 

que la extracción de ADN in situ y su transporte posterior, aunque conlleva una 

pérdida de sensibilidad analítica respecto a la sangre total.  

 

IV. En Cubal, no se han detectado deleciones en los genes pfhrp2/pfhrp3 que expliquen 

los resultados falsos negativos de la PDR-PfHRP2, lo que indica que estas pruebas 

continúan siendo adecuadas para su uso. 

 

V. No se identificaron mutaciones validadas ni candidatas en el gen pfk13, lo que sugiere 

la ausencia actual de evidencia molecular de resistencia parcial a las artemisininas en 

Cubal. 

 

VI. La elevada frecuencia de los haplotipos NFD y NYD en el gen pfmdr1 indica una 

posible disminución de la susceptibilidad a la lumefantrina, lo que podría 

comprometer la eficacia futura del tratamiento con AL en Cubal. 

 

VII. La presencia de haplotipos pfdhfr/pfdhps asociados a resistencias parciales y totales a 

la SP, sin alcanzar los umbrales establecidos que comprometen su eficacia, y la 

ausencia de haplotipos superresistentes, sugiere que este fármaco mantiene su 

efectividad para el TPIe en Cubal, existiendo la posibilidad de ampliar su uso a otras 

estrategias preventivas. 
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VIII. La integración de las técnicas moleculares y el uso de DBS para la vigilancia genética 

de la malaria constituye un enfoque eficaz y aplicable en entornos endémicos de 

recursos limitados como Cubal. Este modelo permite estimar con mayor precisión la 

carga de la enfermedad y generar evidencia para adaptar las estrategias diagnósticas 

y terapéuticas a la evolución genética del parásito. 
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8. Perspectivas futuras 

Las líneas de investigación desarrolladas en esta tesis establecen una base para la 

implementación de estrategias avanzadas de vigilancia y control de la malaria en Angola. 

Las perspectivas futuras se orientan tanto a la consolidación de sistemas de 

monitorización de las variantes genéticas que afectan al diagnóstico y al tratamiento a 

mayor escala como a la aplicación directa de estos conocimientos en la práctica clínica, 

con especial relevancia en entornos rurales como Cubal. 

Implementación de la vigilancia de deleciones de pfhrp2 y pfhrp3 

A pesar de la baja prevalencia de posibles deleciones detectadas en Cubal, resulta 

prioritario ampliar esta línea de investigación a nivel nacional siguiendo las directrices 

establecidas en el “Master protocol for surveillance of pfhrp2/3 deletions and biobanking 

to support future research” editado por la OMS [266]. La implementación de estudios 

multicéntricos que incluyan centros de distintas provincias permitiría obtener una visión 

más representativa del país, identificar posibles focos emergentes y monitorizar el umbral 

del 5% que condiciona cambios en las políticas diagnósticas. Esta estrategia, concebida 

como un proyecto a medio-largo plazo, resulta indispensable para preservar la eficacia de 

las PDR-PfHRP2 y anticipar posibles fallos diagnósticos a gran escala. 

Expansión de un sistema estructurado de vigilancia de resistencias a antimaláricos 

que incluya entornos rurales 

Actualmente, Angola dispone de un sistema estructurado para el monitoreo de la eficacia 

de los antimaláricos mediante la colaboración del INIS, el Instituto Nacional de Salud 

Pública y el PNCM. Este marco institucional permite la realización periódica de EET y 

vigilancia de marcadores moleculares de resistencia. No obstante, estos estudios se limitan 

geográficamente solo a centros urbanos localizados en tres provincias: Benguela, Lunda 

Sul y Zaire; existiendo un vacío de datos provenientes del resto del país y de entornos 

rurales. La variabilidad de la transmisión en el territorio angoleño, sumada a las 

disparidades en las condiciones de vida de la población, condiciona drásticamente la 

forma en que los pacientes buscan atención y reciben tratamiento. En entornos rurales, 

factores como el desabastecimiento de fármacos orales, el uso frecuente de terapias 

parenterales sin completar la pauta completa de TCA posterior y la automedicación 

modifican la presión farmacológica que recibe el parásito, con lo que se podrían observar 

perfiles de resistencia diferentes en referencia a los entornos urbanos. Por lo tanto, se 
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debería expandir este sistema a un mayor número de regiones y, específicamente, a los 

entornos rurales. 

Implementación de QPM 

El proyecto “Kula Ciwa”, financiado por la Fundación la Caixa, actualmente en fase 

previa a la implementación, representa una oportunidad para la integración de la SP en 

programas preventivos infantiles (niños menores de 2 años) siguiendo las visitas 

programadas en el   calendario vacunal. Este proyecto permitirá analizar el impacto sobre 

la selección de marcadores de resistencia en los genes pfdhfr/pfdhps. El diseño contempla 

un seguimiento longitudinal pre- y post-intervención utilizando DBS, lo que facilitará una 

evaluación precisa de la dinámica evolutiva del parásito bajo la presión farmacológica 

sostenida. 

Investigación aplicada a poblaciones especiales 

Existen tres líneas de investigación ya iniciadas en Cubal que abren nuevas oportunidades 

para profundizar en el manejo clínico de la malaria en poblaciones vulnerables e 

individuos asintomáticos. 

• Malaria y malnutrición: se analizará la interacción entre ambas condiciones en 

niños menores de cinco años con desnutrición aguda severa ingresados en la Unidad 

Especial de Nutrición del HNSP, con el fin de evaluar cómo el estado nutricional 

influye en la progresión de la malaria y, principalmente optimizar una estrategia de 

manejo clínico de la sospecha por esta enfermedad en esta población. 

• Coinfección malaria-VIH: se investigará acerca de la interacción entre ambas 

infecciones desde un enfoque clínico y diagnóstico, analizando la posible relación 

del estado inmunológico del huésped y la presentación clínica de la malaria. 

• Portadores asintomáticos: se estudiará el rendimiento de las PDR en la población 

asintomática comparándolo con la microscopía de forma que podamos cuantificar 

el número de falsos positivos y negativos de esta técnica y el papel de esta población 

como reservorio de la transmisión en Cubal 

Las campañas de recolección de muestras en Cubal de estas tres líneas de investigación 

ya se ha llevado a cabo durante el periodo de realización de la presente tesis doctoral, 

gracias a las dos becas de movilidad concedidas las cuales se detallan en el Anexo III. 
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10. Anexos 

Anexo I. Material suplementario 

Tablas suplementarias 

Tabla S1. Repeticiones de aminoácidos y epítopos de unión a los MAb de PfHRP2 y PfHRP3 [153,267]. 

Repeticiones aminoacídicas Epítopos de unión a los MAb 

Tipo repetición Secuencia MAb Secuencia 

1 AHHAHHVAD 3A4 AHHAHHA 

2 AHHAHHAAD 2G12-1C12 DAHHAADAHH 

3 AHHAHHAAY 1E1-A9 AHHAHHV 

4 AHH A6-4 HATDAHH 

5 AHHAHHASD C1-13 AHHAADAHH 

6 AHHATD N7 DAHHAADAHHA 

7 AHHAAD PTL-3 YAHHAHHA 

8 AHHAAY S2-5 AHHASDAHHA 

9 AAY TC-10 TDAHHAADAHHAADA 

10 AHHAAAHHATD C2-3 HAHHAHHAADAHH 

11 AHN Genway AHHAHHAAY 

12 AHHAAAHHEAATH   

13 AHHASD   

14 AHHAHHATD   

15 AHHAHHAAN   

16 AHHAAN   

17 AHHDG   

18 AHHDD   

19 AHHAA   

20 SHHDD   

21 AHHAHHATY   

22 AHHAHHAGD   

23 ARHAAD   

24 AHHTHHAAD   

MAb: anticuerpo monoclonal; PfHRP2/3: proteínas ricas en histidina 2 y 3 de P. falciparum. 
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Material suplementario: artículos de la tesis 

En este apartado no se incluyen la totalidad de los archivos adicionales de los artículos 3 

y 4 incluidos en esta tesis doctoral, ya que dichos documentos corresponden a protocolos 

de PCR, códigos Python y secuencias asociadas a infecciones policlonales que se 

encuentran disponibles en línea en plataformas de acceso abierto, por lo que su 

reproducción íntegra no se considera necesaria en este anexo. 

Material suplementario artículo 3 

A continuación, se adjunta el archivo adicional 4 del artículo titulado “Analysis of pfhrp2 

and pfhrp3 gene deletions, and the structure and variability of PfHRP2 and PfHRP3 

proteins: implications for the performance of malaria rapid diagnostic tests in Cubal, 

Angola” en el que se detalla la estructura y organización y patrones de repeticiones 

aminoacídicas de las proteínas PfHRP2 y PfHRP3 analizadas en el estudio. 

Additional file 4 

PfHRP2 and PfHRP3 structure, organization and repeat patterns 

PfHRP2 

Most of the sequences started with the Type 1 repeat (27/40, 67.5%), otherwise the repeats 

appearing at the beginning of the sequence were Type 4 (8/40, 20%), Type 2 (3/40, 7.5%) 

or Type 7 (2/40, 5%). Type 19 and 12 repeats were never found in the same sequence, 

and were almost always located in the last position (10/40, 25%; and 5/40; 12.5%, 

respectively). Other Types of repeats were also observed in last position: Type 4 (20/40; 

50%), Type 10 (4/40, 10%), and Type 2 (1/40, 2.5%). Common patterns were observed 

in some Types of repeats: Type 1 appeared in tandem near the N-terminal end, Type 2 

was distributed throughout the sequence in tandem at the beginning and with greater 

separation at the end, Types 3, 5, 8 were usually found uniquely in the central part, Type 

6 and 7 were distributed throughout the end half separated from each other by more than 

10 amino acids, Types 10, 12, and 19 appeared individually near the C-terminal end, and 

Types 13 and 14 were located in the end half uniquely. 
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Fig. S1. Distribution of the amino acid repeats of PfHRP2.  Each row corresponds to a different isolate. The 

columns indicate the positions of each type of repeat in the amino acid sequence. Each type of amino acid 

repeat is marked with a different color. 

PfHRP3 

Whenever the Type 1 repeat was present it appeared in the first position, otherwise the 

sequences started with the Type 4, 16 or 15 repeat (7/41, 17.07%; 4/41, 9.76%; and 1/41, 

2.44% of the cases, respectively). A total of 39/41 (95.12%) sequences had the Type 4 

repeat last and only 2/41 (4.88%) sequences ended with the Type 17 repeat. Different 

patterns were observed in the distribution of certain Types of repeats: Type 15 was always 

found close to the N-terminal end after the Type 1 or 4 repeat, Type 16 appeared in tandem 

usually after the Type 15 repeat up to the central region, Type 7 was always found after 

the last Type 16 repeat and preceded the Type 20 repeat, Types 17 and 18 were 

interspersed in tandem after the Type 20 repeat up to the final half of the sequences and 

as the repeats were closer to the C-terminal end only Type 17 appeared. 

 

Sample R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 R24 R25 R26 R27 R28 R29 R30 R31 R32 R33 R34 R35 R36 R37

3 1 1 1 2 2 2 2 3 2 7 7 7 7 7 7 7 7 7 2 2 2 3 5 7 8 2 7 6 2 6 13 13 10 10 19

4 4 1 1 2 3 2 2 2 2 2 2 7 8 2 5 7 8 2 7 6 2 6 2 6 2 10 10 12

5 1 1 1 2 2 3 2 4 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 13 7 8 2 7 6 4

6 1 1 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 13 7 8 2 7 6 2 6 7 7 7 7 7 19 4

9 1 1 2 4 2 4 2 4 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 6 6 2 7 6 2 10 10 19 4

10 7 2 2 4 4 2 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 4 4 4 4 4 14 7 7 2 6 4 4 2 10 4

12 1 1 1 1 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 7 13 7 8 2 7 6 2 6 7 7 7 10 4

13 4 4 4 4 2 2 2 2 7 8 2 6 7 7 7 6 10 7 7 7 2 6 10 10 12

14 4 1 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 3 5 13 7 7 8 2 7 6 2 6 2 6 7 7 7 7 4

15 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 7 8 2 6 7 6 6 7 7 6 2 10 19 4

18 4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 3 5 7 8 2 7 7 7 6 7 7 6 2 6 2 10

22 1 1 2 2 3 2 3 2 4 2 2 2 2 2 2 2 2 8 2 7 2 6 7 6 7 7 6 2 7 7 10 10 6 19

23 1 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 7 7 2 7 6 7 6 7 6 7 10 19 7 19

34 1 1 1 1 2 3 2 4 7 7 7 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 6 2 6 7 7 6 2 10

35 1 1 1 2 2 2 3 6 7 6 8 7 2 7 2 2 2 2 2 4 5 7 7 8 2 7 6 2 4

36 1 1 1 2 2 3 6 2 7 7 7 7 7 2 2 2 2 2 2 5 13 7 7 8 2 7 6 7 6 2 10 12

39 1 1 2 2 2 3 2 6 7 7 2 2 4 2 2 3 5 7 8 2 7 7 7 7 6 2 6 2 6 2 10 19

41 4 1 2 2 2 3 2 4 7 7 2 2 2 2 2 3 5 7 7 8 2 7 6 10 10

42 1 2 2 3 2 7 2 2 2 2 2 2 2 2 2 5 7 8 2 7 6 7 7 7 6 2 6 2 2 19 4

45 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 7 7 6 7 7 6 2 10 6 6 6 19

46 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 7 7 7 6 2 10 6 10 6 10 19

48 1 1 1 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 7 7 8 2 7 6 2 7 7 6 7 7 7 6 2 6 2

51 2 4 2 2 4 4 2 7 2 2 2 2 7 2 2 2 2 2 2 7 8 2 7 8 2 7 6 7 7 6 2 10 10

53 1 2 2 4 19 2 4 6 4 4 4 4 4 19 4 4 4 4 4 4 4 4 2 7 8 5 7 16 2 7 7 7 6 7 6 2 19

58 1 2 4 2 4 2 2 2 4 2 2 2 4 2 2 8 2 8 2 7 7 6 2 6 2 7 10 10 12

59 4 1 1 2 4 4 4 2 2 2 2 2 2 3 5 8 7 2 7 4 7 7 7 7 6 7 7 6 2 10 19 4

61 4 1 1 2 3 2 2 2 2 2 2 7 8 2 5 7 8 2 7 6 2 6 2 6 2 10 10 19 4

63 1 1 1 1 2 4 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 6 19 4 6 7 7 6 6 7 14 2 10 10 19 4

65 2 2 3 2 2 2 4 4 2 2 4 19 7 5 4 4 2 7 6 4 4 4 2 6 2 10 19 4

67 1 1 1 1 1 2 2 3 2 6 7 7 7 2 2 2 2 4 5 7 8 2 7 7 6 2 6 7 7 6 2 10 19 4

68 1 1 2 2 2 2 3 2 6 7 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 6 7 7 7 7 6 2 10 19 4

70 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 2 8 2 7 6 7 7 6 2 7 6 2 10 10 19 4

73 1 4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 8 2 7 7 6 2 6 7 6 7 7 7 6 2 10 10 12

74 4 4 1 1 2 2 3 2 6 7 7 6 6 2 6 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 7 6 7 7 6 2 10 10 19 4

75 7 2 2 4 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 7 7 7 6 7 7 6 2 10 6 10 19 4

78 1 1 2 2 3 2 6 7 7 6 2 2 2 2 2 2 3 5 7 2 4 8 7 7 6 7 7 6 5 2 10 10 19

82 1 1 2 2 2 3 2 6 7 7 2 2 2 2 2 3 5 13 7 8 2 7 7 6 2 6 2 6 2 10 10 19 4

89 1 4 9 2 4 19 2 2 2 2 2 2 2 3 5 7 19 2 13 2 7 6 7 10 19 4 19 4

92 1 4 4 1 1 2 2 4 2 2 2 2 2 2 2 3 5 8 7 2 7 7 6 7 7 6 7 7 7 19 19

98 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 5 7 8 2 7 14 2 7 7 6 6 2 7 10 10 19
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Fig. S2 Distribution of the amino acid repeats of PfHRP3. Each row corresponds to a different isolate. The 

columns indicate the positions of each type of repeat in the amino acid sequence. Each type of amino acid 

repeat is marked with a different color. 

Material suplementario artículo 4: análisis de las infecciones policlonales 

A continuación, se presenta un ejemplo del análisis del electroferograma obtenido 

mediante secuenciación Sanger y visualizado con el software BioEdit v7.7.1. En él se 

observan picos dobles en la misma posición tanto en la secuencia forward como en la 

reverse, correspondientes a nucleótidos adenina y timina, lo que indica la presencia de 

una infección policlonal por P. falciparum, con coexistencia de alelos en estado salvaje y 

alelos portadores de la mutación. Este mismo criterio de interpretación se aplicó de forma 

consistente a todos los genes analizados para la identificación de infecciones policlonales. 

 

 

 

Sample R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 R24 R25 R26 R27 R28 R29 R30 R31

3 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 18 17 18 17 4

4 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 17 4

6 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 4

12 1 1 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

13 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

14 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

15 4 19 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 18 17 18 17 17 17 4 17 4

18 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 18 17 17 17 17 17 4

19 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 18 17 17 17 17 4

22 1 1 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 4

24 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 4 4 4 4

25 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 18 17 17 17 4

26 1 4 4 4 19 16 4 16 19 19 16 16 16 7 20 17 18 17 18 4

27 4 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 4 17 4

30 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 4 17 17 4

32 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 17 17 17 17 4

37 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

39 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

40 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 17 4

42 4 11 4 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 17 17 4

45 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 17 17 17 4

48 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 17 4

50 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 18 17 17 17 17 17 4

51 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

57 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 17 17 17 4

61 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 18 17 17 17 17 4

62 1 1 15 16 16 16 16 16 16 16 4 16 16 7 20 17 18 17 17 17 4

63 1 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

65 4 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17

67 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 4

70 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 4 17 18 17 17 17 17 4

73 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

74 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4

82 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 18 17 18 17 17 17 17 4

83 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 4

85 4 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 4

88 4 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 17 17 17 17 17 17 17 17 4

90 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 17 17 4

92 4 4 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17

98 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 4

100 1 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 7 20 17 18 17 18 17 17 17 17 4
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Forward   Reverse 

 
Figura S3. Identificación de una infección policlonal de P. falciparum indicadas como N y W en las hebras 

forward y reverse, respectivamente. 
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Anexo II. Artículos adicionales publicados durante la tesis 

Artículos relacionados con malaria 

Los artículos que se muestran a continuación abordan tanto el diagnóstico de la malaria 

desde diferentes propuestas tecnológicas como estudios de prevalencia en población 

migrante. En primer lugar, se validó la técnica molecular LAMP en el HNSP de Angola, 

mostrando una alta sensibilidad (98,5%) en terreno y reproducibilidad en laboratorios de 

referencia. En segundo lugar, se analizó la presencia de la infección malárica en migrantes 

asintomáticos en la Unidad de Salud Internacional y Medicina Tropical Vall d’Hebron-

Drassanes de Barcelona, España, mediante PCR en tiempo real, detectando una 

prevalencia subclínica del 5%, y destacando la utilidad de las técnicas moleculares para 

identificar infecciones por P. falciparum y P. malariae que pasan desapercibidas en 

exámenes rutinarios. En tercer lugar, se evaluó el sistema iMAGING, una herramienta 

basada en inteligencia artificial y microscopía robotizada, que demostró una sensibilidad 

del 81,25% y una especificidad del 92,11% en la identificación automatizada de parásitos. 

Finalmente, se analizó la epidemiología de P. malariae en la Unidad de Salud 

Internacional Vall d’Hebron-Drassanes de Barcelona, evidenciando una elevada 

proporción de infecciones crónicas asintomáticas de baja parasitemia, principalmente en 

migrantes procedentes de África subsahariana. 

➢ Pérez-Ugarte A, Sulleiro E, Rovira-Plujà J, Bayram M, Zarzuela F, Maturana CR, 

Serre-Delcor N, Aznar ML, Pou D, Goterris L, Salvador F, Mediavilla A, Bosch P, 

Martinez-Campreciós J, Treviño B, Martínez-Vallejo P, Silgado A, Molina I, Oliveira-

Souto I. Ten years of Plasmodium malariae infections in an International Health 

Reference Center in Barcelona: temporal trends and insights. Malar J. 2026 Jun 3. doi: 

10.1186/s12936-026-05964-3. 

 

➢ Rubio Maturana C, de Oliveira AD, Zarzuela F, Mediavilla A, Martínez-Vallejo 

P, Silgado A, Goterris L, Muixí M, Abelló A, Veiga A, López-Codina D, Sulleiro E, 

Sayrol E, Joseph-Munné J. Evaluation of an artificial intelligence-based tool and a 

universal low-cost robotized microscope for the automated diagnosis of malaria. Int J 

Environ Res Public Health. 2024 Dec 31;22(1):47. doi:10.3390/ijerph22010047. 

 

➢ Pérez-Ugarte A, Oliveira-Souto I, Nadal-Baron P, Zarzuela F, Serre-Delcor N, 

Treviño B, Aznar ML, Pou D, Mediavilla A, Rubio-Maturana C, Belsol-Alfonso M, Ruiz 
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E, Goterris L, Sulleiro E. High malaria PCR positivity in asymptomatic migrants from 

sub-Saharan Africa. J Travel Med. 2024 Aug 3;31(6):taae087. doi:10.1093/jtm/taae087. 

 

➢ Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Nindia A, Martínez-Campreciós J, Aixut S, 

Mediavilla A, Silgado A, Oliveira-Souto I, Salvador F, Molina I, Muro A, Sulleiro E, 

Fernández-Soto P. First field and laboratory evaluation of LAMP assay for malaria 

diagnosis in Cubal, Angola. Parasit Vectors. 2023 Oct 3;16(1):343. doi:10.1186/s13071-

023-05942-7. 

Artículos adicionales de enfermedades tropicales y parasitología 

Artículos de primer autor 

El siguiente estudio evalúo la utilidad de la PCR en tiempo real como técnica diagnóstica 

para la esquistosomiasis urogenital en niños de edad preescolar en Cubal. Los hallazgos 

más representativos destacan la mayor sensibilidad de la PCR frente a la microscopía 

(99,45% frente a 54,55%, respectivamente), lo que permite identificar una prevalencia 

real de la enfermedad y puede facilitar un diagnóstico temprano con el fin de reducir la 

morbilidad asociada a la infección crónica. 

➢ Mediavilla A, Silgado A, Sánchez-Marqués R, Bocanegra C, Nindia A, Salvador 

F, Pintar Z, Martínez-Vallejo P, Rubio Maturana C, Goterris L, Martínez-Campreciós J, 

Aixut S, Oliveira-Souto I, Aznar-Ruiz-de-Alegría ML, Espiau M, Molina I, Sulleiro E. 

Usefulness of real-time PCR for urogenital schistosomiasis diagnosis in preschool 

children in a high-prevalence area in Angola. PLoS Negl Trop Dis. 2024 Aug 

14;18(8):e0012384. doi:10.1371/journal.pntd.0012384. 

Artículos como colaborador 

Los siguientes artículos científicos, se corresponden a investigaciones orientadas a 

optimizar el diagnóstico de parasitosis y enfermedades tropicales desatendidas en 

diferentes contextos. Los trabajos incluyen: la evaluación en terreno (Cubal) del ensayo 

molecular Strong-LAMP para la detección de Strongyloides stercolaris en áreas 

endémicas, así como el análisis de rendimiento de la PCR en tiempo real y técnicas 

serológicas para el cribado de la esquistosomiasis urogenital e intestinal importada en 

entornos no endémicos. Asimismo, se ha explorado el uso de la inteligencia artificial y 

microscopía robotizada para automatizar la detección de huevos de S. haematobium en 

muestras de orina, así como la comparación de métodos de concentración como Midi 

Parasep® SF y la técnica de Ritchie para mejorar la visualización de helmintos y protozoos 
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en muestras de heces. Además, se evaluó el rendimiento de un nuevo inmunoensayo de 

quimioluminiscencia basado en antígenos excretados-secretados de Trypanosoma cruzi 

(TESA), que mostró una elevada precisión diagnóstica (sensibilidad del 92% y 

especificidad del 100%) y una mayor capacidad para detectar el descenso de anticuerpos 

tras el tratamiento. Por último, se validó el sistema Techcyte de microscopía asistida por 

inteligencia artificial para el diagnóstico de parasitosis intestinales. 

➢ Rubio Maturana C, Sulleiro E, Zarzuela F, Martínez-Vallejo P, Mediavilla A, 

Silgado A, Turró C, Balladares M, Gracia A, Paz C, García-Vega D, José-Villar SMS, 

Blanco-Grau A, Moreno F, Larrosa N, Goterris L. Performance of the Techcyte AI-based 

imatge analysis System for coproparasitological diagnosis in clinical stool specimens: a 

retrospective evaluation study. J Clin Microbiol. 2026 Jun 22:e0043126. doi: 

10.1128/jcm.00431-26. 

 

➢ Silgado A, Mediavilla A, Martínez-Vallejo P, Bosch-Nicolau P, Rubio-Maturana 

C, Goterris L, Oliveira-Souto I, Serre-Delcor N, Joseph-Munné J, Molina I, Sulleiro E. 

Evaluation of Chagas TESA VirClia assay for chronic Trypanosoma cruzi infection 

diagnosis and post-treatment follow-up. J Clin Microbiol. 2026 Jul 8;64(7):e0173925. 

doi: 10.1128/jcm.01739-25. 

 

➢ Rubio Maturana C, Zarzuela Serrat F, Goterris L, Martínez-Vallejo P, Mediavilla 

A, Silgado A, Rovira-Plujà J, Muixí M, Vila-Olmo N, José-Villar SMS, Larrosa N, 

Sulleiro E. Comparative evaluation of Midi Parasep® Solvent Free and the Ritchie 

concentration technique for helminth and protozoa visualisation in clinical stool samples. 

Parasit Vectors. 2026 Mar 3;19(1):148. doi:10.1186/s13071-026-07317-0. 

 

➢ Martínez-Vallejo P, Silgado A, Mediavilla A, Rubio Maturana C, Zarzuela F, 

Muixí M, Goterris L, Rodríguez E, Vázquez S, Salvador F, Oliveira-Souto I, Molina I, 

Serre-Delcor N, Sotillo J, Sulleiro E. Comparison of three real-time polymerase chain 

reaction protocols for the diagnosis of imported schistosomiasis in a non-endemic setting. 

Parasit Vectors. 2025 Dec 29;19(1):57. doi:10.1186/s13071-025-07203-1. 

 

➢ Rubio Maturana C, de Oliveira AD, Zarzuela F, Ruiz E, Sulleiro E, Mediavilla 

A, Martínez-Vallejo P, Nadal S, Pumarola T, López-Codina D, Abelló A, Sayrol E, 

Joseph-Munné J. Correction: Development of an automated artificial intelligence-based 

system for urogenital schistosomiasis diagnosis using digital image analysis techniques 
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and a robotized microscope. PLoS Negl Trop Dis. 2025 Oct 28;19(10):e0013643. 

doi:10.1371/journal.pntd.0013643. 

 

➢ Martínez-Vallejo P, Mediavilla A, Silgado A, Zarzuela F, Goterris L, Maturana 

CR, Serre-Delcor N, Oliveira-Souto I, Salvador F, Joseph-Munne J, Aznar ML, Pou D, 

Treviño B, Molina I, Sotillo J, Sulleiro E. Evaluation of molecular and serological testing 

for imported urogenital schistosomiasis screening in a referral tropical medicine centre in 

Barcelona, Spain. Parasit Vectors. 2025 May 30;18(1):196. doi:10.1186/s13071-025-

06832-w. 

 

➢ Crego-Vicente B, Febrer-Sendra B, Nindia A, Pessela A, Aixut S, Martínez-

Campreciós J, Mediavilla A, Silgado A, Sulleiro E, Treviño B, Molina I, Muro A, 

Salvador F, Fernández-Soto P. First field study using Strong-LAMP for diagnosis of 

strongyloidiasis in Cubal, Angola. Parasit Vectors. 2023 Oct 31;16(1):393. 

doi:10.1186/s13071-023-06009-3. 
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Anexo III. Becas concedidas durante la tesis 

Beca de movilidad SOCEPA. Estancia 2024 

La concesión de la beca de movilidad de la Sociedad Española de Parasitología 

(SOCEPA) en 2024 financió una estancia en el HNSP de Cubal con el objetivo de llevar 

a cabo un estudio de investigación internacional relacionado con el ámbito de la 

parasitología. El estudio se centró en determinar la prevalencia y optimizar el circuito 

diagnóstico de la malaria en niños menores de cinco años que padecían malnutrición 

aguda severa, un grupo altamente vulnerable atendido en la Unidad Especial de 

Malnutrición del hospital. Además de este proyecto, se realizaron actividades 

complementarias como campañas de cribado en el municipio, apoyo técnico al laboratorio 

en el diagnóstico clínico de rutina de otras parasitosis, y la participación como ponente en 

las XI Jornadas Científicas del HNSP para divulgar los hallazgos sobre la caracterización 

genética de P. falciparum presentados en esta tesis. 

A continuación, se adjunta el certificado de concesión de la beca y el justificante de la 

estancia expedido por la dirección del HNSP como justificante de la actividad realizada. 
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Beca de movilidad SEMTSI-PROBITAS. Estancia 2025 

La beca de movilidad internacional otorgada por la Sociedad Española de Medicina 

Tropical y Salud Internacional (SEMTSI) y la Fundación PROBITAS permitió realizar 

una estancia en 2025 orientada al fortalecimiento de las capacidades locales y al desarrollo 

de investigación aplicada en el HNSP. Durante la estancia, se llevaron a cabo dos estudios 

específicos: uno destinado a evaluar el rendimiento de las PDR en población asintomática 

en Cubal y otro centrado en el análisis de la coinfección malaria-VIH en seguimiento y 

nuevos diagnósticos de VIH en el HNSP. La estancia incluyó también prácticas 

asistenciales y actividades docentes, mediante el apoyo diario a las unidades hospitalarias 

involucradas en la investigación (laboratorio y consultas externas de VIH) y la impartición 

de sesiones formativas al personal local centradas en el diagnóstico de enfermedades 

tropicales. 

Como cierre de este apartado, se aporta el justificante de resolución de la beca y el 

certificado de la estancia en el HNSP. 
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