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RESUMEN

La malaria supone un gran desafio de salud publica a nivel global. La mayor carga de
enfermedad se concentra en la regién de Africa subsahariana, donde se registran
anualmente mas del 90% de los casos y muertes a nivel mundial. Angola se sitia de forma
constante entre los paises con mayor impacto epidemiologico, ocupando actualmente el
sexto lugar en incidencia y el octavo en mortalidad. El municipio de Cubal es una region
rural en el interior de Angola caracterizada por una alta endemicidad. Comunmente, el
diagndstico de la malaria en este tipo de contextos se basa en el examen microscopico y
las pruebas de diagnoéstico rapido (PDR). Aunque son fundamentales, estas herramientas
presentan serias limitaciones: la microscopia 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 evasion diagnostica como las deleciones en los genes pfhrp2/pfhrp3.
Alternativamente surgen las técnicas moleculares como la PCR en tiempo real y la
secuenciacion genética para mejorar la precision del diagnostico y realizar una vigilancia
epidemiologica robusta, respectivamente. Para superar las barreras logisticas de los
entornos rurales con recursos limitados, el uso de muestras de sangre seca (DBS) se
presenta como una solucidn factible que facilita el transporte y conservacion de material
genético sin necesidad de cadena de frio. Asimismo, la creciente preocupacion por la
aparicion de cepas con deleciones génicas que comprometen la eficacia de las PDR, y la
emergencia de la cada vez mas extendida resistencia a los antimalaricos, 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 aplicacion 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 especificamente el rendimiento
diagndstico 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, asi como caracterizar los marcadores moleculares

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

Se desarrollaron cuatro estudios en los que se combind el trabajo de campo en Cubal con
el analisis 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 permitio
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evaluar el rendimiento diagnéstico de la PCR a tiempo real frente a las técnicas
convencionales (microscopia y PDR), estudiar la utilidad del DBS en la recoleccion y
transporte de muestras, y proceder a la caracterizacion 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 diagndsticas
que alcanzd el 61,5%. P. falciparum fue la especie predominante (100% de los casos),
aunque la PCR identificé una presencia significativa de infecciones mixtas (18,6%) con
otras especies (P. malariae y/o P. ovale). La PCR mostr6é una sensibilidad del 83,6%
utilizando la microscopia como referencia. Por otro lado, utilizando el diagndstico en
terreno como referencia (microscopia + PDR) la PCR a partir de DBS mostré mayor
sensibilidad (77,7%) que la PCR a partir de los eluidos de ADN extraidos in situ (64,1%),
confirmando su viabilidad operativa para la vigilancia molecular en entornos con recursos
limitados. Respecto a la evasion diagnodstica, no se encontraron deleciones en el exon 2
de pfhrp2 ni presencia de deleciones dobles (pfhrp2/3), lo que garantiza el mantenimiento
de la utilidad de las PDR basadas en P/HRP2 en Cubal. En cuanto a las resistencias, el
analisis del gen pfk13 no detecté mutaciones validadas de resistencia a artemisininas. Sin
embargo, se observo 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 poblacion en el 17,8% de los casos.

En conclusion, el municipio de Cubal contintia enfrentando una elevada carga de malaria
que requiere de estrategias de vigilancia reforzadas. Las técnicas moleculares
complementan significativamente al diagndstico convencional, permitiendo una
estimacion mas 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 frio. 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 region, la deteccion de marcadores de resistencia a otros farmacos

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 P/HRP2-based RDTs in
Cubal. Concerning antimalarial resistance, analysis of the pfk/3 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. Introduccidn

1.1. Resena historica de la malaria
1.1.1. Primeras descripciones y percepcion historica de la enfermedad

La malaria, o paludismo, es una enfermedad con miles de afios de historia documentada
desde los comienzos de las primeras civilizaciones humanas. Evidencias moleculares
situan le existencia del parasito en el 3200 a.C., al encontrarse antigenos 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 periddicas [2]. En la India, los
textos védicos y brahmanicos (1500-800 a.C.) describian estas fiebres como una de las
enfermedades mas graves y comunes del momento, llegdndola a denominar como “el rey

de las enfermedades” [3].

Hipdcrates (460-370 a.C.) llevo a cabo una clasificacion y caracterizacion detallada de los
patrones de fiebre intermitente, estableciendo categorias que se atribuyen a distintas
especies de Plasmodium [4], relacionando la enfermedad directamente a factores
ambientales, como la estacionalidad (finales de verano y otofio) y la proximidad a zonas

himedas o pantanosas [2,5].

La teoria de los miasmas, predominante durante mas de 2000 afios, atribuia la
sintomatologia descrita a la inhalacion de emanaciones nocivas procedentes de ambientes
insalubres como aguas estancadas y zonas pantanosas [2,5]. Esta concepcion influyd
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 denominacion
“paludismo”, ampliamente utilizado en el contexto hispanohablante, procede del término

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

En cuanto a las estrategias terapéuticas tradicionales, el uso de la corteza del arbol de la
quina (Cinchona spp.) supuso un punto de inflexion en el tratamiento de la enfermedad.
En el siglo XVII, los misioneros jesuitas que habian observado este habito en las
comunidades indigenas andinas introdujeron la corteza en Espafia y expandieron su uso
por Europa como un remedio eficaz frente a las fiebres intermitentes. Antes del
aislamiento de la quinina en 1820, su administracion se basaba en la desecacion y

pulverizacion de la corteza en distintos liquidos [8].



1.1.2. Descubrimiento del agente etiologico y del vector

En 1880 el médico militar francés Alphonse Laveran identificé el agente causal de la
malaria al observar, en muestras de sangre de un soldado febril en Argelia, cuerpos
hialinos pigmentados y presenciar el fendomeno de la exflagelacion de los
microgametocitos, lo que significo la primera descripcion de la naturaleza parasitaria y

protozoaria de la infeccion (Figura 1) [8].
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Figura 1. Ilustraciones de Plasmodium spp. por Laveran. Primeras ilustraciones del agente etiologico de la
malaria (Plasmodium spp.) realizadas por Laveran en 1880 tras sus observaciones del parasito en muestras de
sangre fresca de soldados con paludismo [9].

En 1897 Ronald Ross observé 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) describi6 el ciclo completo [3]. Mas
tarde, entre 1898 y 1899, un grupo de cientificos italianos entre los que destaco Giovanni
Batista Grassi, identificaron los mosquitos del género Anopheles como vectores
responsables de la transmision a humanos, tras transmitir experimentalmente la fiebre
terciana a un voluntario sano mediante la picadura del mosquito Anopheles claviger [7].
William MacCallum describié los procesos de reproduccion sexual del parasito en el

mosquito, contribuyendo a esclarecer su ciclo vital [2].



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 farmacos sintéticos y la implementacion de estrategias de control a gran
escala. Aunque el aislamiento de la quinina se sitia en 1820 constituyendo el primer
tratamiento eficaz documentado [10], su produccion a gran escala consolidé su uso clinico

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

A pesar de su eficacia, las limitaciones de suministros naturales y los efectos secundarios
que producia la quinina impulsaron la investigacion de alternativas sintéticas [11]. Tras la
Primera Guerra Mundial y durante el transcurso de la Segunda, se desarrollaron diferentes
farmacos entre los que destaco la cloroquina, sintetizada en 1934 por Hans Andersag [4],
convirtiéndose en el tratamiento antimalérico de referencia a nivel mundial debido a su

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

El avance farmacologico coincidio con el desarrollo de estrategias de control vectorial,
como el uso de insecticidas de accion residual tras el descubrimiento de las propiedades
del Dicloro-Difenil-Tricloroetano por Paul Hermann Miiller en 1939 [5]. En este contexto,
en 1955 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) impulso6 el Programa Global de la
Erradicacion de la Malaria, basado en la combinacién del control vectorial con
insecticidas y el tratamiento de casos con cloroquina [12]. Aunque esta iniciativa
consiguio eliminar la malaria en Europa, América del Norte y varias regiones de Asia 'y
el Caribe, su implementacion resultdé insuficiente en areas de alta transmision,
particularmente en Africa subsahariana (AS), debido a la falta de estructura y a la
aparicion de resistencias por parte del vector y del parasito, por lo que el programa fue
abandonado en 1969 [4,12].

A partir de 1960, la aparicion de resistencias a la cloroquina condicioné en gran medida
las estrategias de control. Inicialmente descritas en el Sudeste Asiatico y Colombia, las
resistencias a la cloroquina se extendieron rapidamente hacia el continente africano en los
afios 80 [11]. Como respuesta se introdujo la combinacion sulfadoxina-pirimetamina (SP),
pero la rapida emergencia de resistencias obligo a la busqueda de alternativas terapéuticas
[13]. Entre ellas, la mefloquina, desarrollada en el ambito militar, fue altamente efectiva
para tratar la malaria resistente, sin embargo, la resistencia a este firmaco emergi6 hacia
el 1985, centrandose principalmente en regiones del Sudeste Asiatico [14]. Al mismo
tiempo se reforzaron las intervenciones preventivas, destacando el uso de mosquiteras
tratadas con insecticidas de larga duracion, consolidandose como uno de los pilares

fundamentales en el control de la malaria a finales del siglo XX [15,16].



1.1.4. Transicion hacia tratamientos y estrategias modernas de control

Al finalizar el siglo XX, las estrategias de control de la malaria se veian amenazadas por
la pérdida progresiva de la eficacia de los farmacos de primera linea. La introduccion de
los derivados de la artemisinina signific6 un paso hacia delante en la terapia antimalarica.
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 rdpida seleccion
de resistencias, se impulsé el desarrollo de las Terapias Combinadas Basadas en
Artemisininas (TCA) [18]. En 2002, la OMS recomendé oficialmente su uso como
tratamiento de primera linea para la malaria no complicada en paises donde los niveles de
resistencia a la cloroquina habian alcanzado niveles significativos (tasa de fracaso
terapéutico > 25%) [3,19], generalizdndose a todos los paises endémicos en 2006 [20].
Sin embargo, en el afio 2007, volvid a aparecer la preocupacion de su efectividad, al
detectar resistencias parciales a las artemisininas en la frontera de Tailandia y Camboya
[21].

Al mismo tiempo que se producian estos cambios en las politicas de tratamiento, el
diagnostico experimentd una transformacion significativa con la introduccion de las
pruebas de diagndstico rdpido (PDR) a finales de la década de 1990 [22].
Tradicionalmente el diagndstico de la malaria se habia basado en el examen microscopico
de frotis de sangre periférica tefiidos, una técnica que desde su aparicion en 1880 se ha
mantenido como el patrén 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 instrumentacion y personal cualificado [23],
durante décadas predomind el diagndstico clinico presuntivo en gran parte de las regiones
endémicas, lo que conllevaba a un uso inadecuado de los antimalaricos y a manejo
ineficiente de la enfermedad [3]. Por ello, en 2010 la OMS recomendd que el manejo
clinico de la malaria se fundamentara en la confirmacion parasitologica previa al inicio
del tratamiento. En este contexto, las PDR adquirieron un papel clave, consolidandose
como herramientas complementarias a la microscopia y permitiendo ampliar el acceso al

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

Este avance diagndstico ha sido complementado por el desarrollo de técnicas moleculares,
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion genémica, las
cuales han tenido un impacto considerable en la capacidad de deteccion y vigilancia

epidemiologica [24,25]. Este desarrollo ha favorecido una transicion hacia modelos de

4



vigilancia mas precisos y dindmicos, integrados en estrategias globales como la Estrategia
Técnica Mundial contra la Malaria 2016-2030 (GTS) [25].

1.2.  Caracteristicas biologicas de la malaria
1.2.1. Etiologia de la malaria
1.2.1.1. Clasificacion taxonomica y filogenia del género Plasmodium

La malaria esta causada por un protozoo parasito 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].
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Figura 2. Filogenia del orden Haemosporida. El arbol 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].
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1.2.1.2. Caracteristicas biologicas generales

Los parasitos del género Plasmodium presentan adaptaciones especializadas a su forma

de vida intracelular. Destaca su complejo apical, una estructura polarizada conformada



por organulos secretores (Figura 3), imprescindible para la invasion eritrocitica [28]. Por
otro lado, un punto critico en su supervivencia en la fase hematica, es cuando se produce
la degradacion de la hemoglobina en la vacuola digestiva, que genera como subproducto

un residuo toxico conocido como hemozoina o pigmento malarico [29,30].
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Figura 3. Morfologia del merozoito de Plasmodium spp. y proteinas implicadas en la invasion eritrocitica
[31].

1.2.1.3. Especificidad del hospedador y caracteristicas del vector

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

. Hospedador intermediario (vertebrados): a pesar de que el humano es el de
mayor relevancia clinica, mas de 200 especies de Plasmodium infectan a una gran
variedad de vertebrados, entre los que se incluyen tanto mamiferos (primates no humanos,
roedores, murciélagos y ungulados) como aves y reptiles [32].

° Hospedador definitivo (mosquito): la transmision natural de la malaria depende
exclusivamente de mosquitos hembra del género Anopheles, los cuales transmiten al
parasito actuando como vector. Presentan habitos principalmente nocturnos y
crepusculares. Alrededor de 68 especies de Anopheles poseen la capacidad de transmision
al ser humano, la cual esta determinada por caracteristicas ecologicas y conductuales [33].

1.2.1.4. Especies de Plasmodium que infectan al ser humano

A continuacion, se describen las principales caracteristicas biologicas y distribucion

geografica de las seis especies de Plasmodium que infectan al ser humano:



P. falciparum: pertenece al subgénero Laverania [34]. Presenta un ciclo eritrocitico 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 mas prevalente en AS
[35,36].
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Figura 4. Fotografias de los diferentes estadios eritrociticos de P. falciparum. A Anillo, B Trofozoito, C
Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopia de frotis de sangre fina tefiidas con Giemsa
[35].

P. vivax: su ciclo eritrocitico es de 48 horas [37]. Se distingue por su capacidad de formar
hipnozoitos hepaticos, responsables de recaidas clinicas semanas o meses tras la infeccion
inicial [38]. Tiene un marcado tropismo por los reticulocitos y precisa de la interaccion
del antigeno Duffy para la invasién [39], por lo que su presencia en Africa es limitada
debido a la alta prevalencia del fenotipo Duffy-negativo [38]. Es la especie con mayor
distribucion geografica a nivel global, predominando en Asia, Oriente Medio y

Sudamérica.
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Figura S. Fotografias de los diferentes estadios eritrociticos de P. vivax. A Anillo, B Trofozoito, C Esquizonte
y D Gametocito; observados mediante microscopia de frotis de sangre fina tefiidas con Giemsa [35].

P. ovale (curtisi y wallikeri): a pesar de que histéricamente se clasificara como una tinica
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 morfologicamente por microscopia, coexisten en las mismas regiones
geograficas y no se cruzan entre si [40]. Comparten con P. vivax la capacidad de formar
hipnozoitos y el tropismo por reticulocitos, con un periodo de latencia mucho mas

prolongado en P. o. curtisi [41]. Su ciclo eritrocitico es de 48 horas [35]. La mayoria de



los casos se concentran en AS, y excepcionalmente en Asia y regiones insulares del
Pacifico [42].
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Figura 6. Fotografias de los diferentes estadios eritrociticos de P. ovale (wallikeri/curtisi). A Anillo, B
Trofozoito, C Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopia de frotis de sangre fina teflidas
con Giemsa [35].

P. malariae: se caracteriza por un ciclo eritrocitico mas prolongado, de 72 horas. Invaden
preferentemente eritrocitos maduros o envejecidos [43]. Puede llegar a persistir de forma
cronica durante décadas en bajas densidades parasitarias [40]. Presenta una distribucion
amplia pero heterogénea en regiones tropicales y subtropicales de AS, Sudeste Asiatico y
Centro y Sudamérica [43].
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Figura 7. Fotografias de los diferentes estadios eritrociticos de P. malariae. A Anillo, B Trofozoito, C
Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopia de frotis de sangre fina tefiidas con Giemsa
[35].

P. knowlesi: es un parésito zoondtico cuyo reservorio natural incluye los macacos de cola
larga (Macaca fascicularis) y de cola de cerdo (M. nemestrina) [44]. Presenta el ciclo
eritrocitico mas corto de las especies humanas (24 horas), lo que puede conllevar a
incrementos rapidos de la parasitemia [45]. Su distribucion se restringe al sudeste asiatico,
principalmente en Malasia, aunque se han observado casos en Tailandia, Myanmar,

Camboya, Vietnam, Singapore, Indonesia y Filipinas [31].



Figura 8. Fotografias de los diferentes estadios eritrociticos de P. knowlesi. A Anillo, B Trofozoito, C
Esquizonte y D Gametocito; observados mediante microscopia de frotis de sangre fina [35].
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Figura 9. Distribucion geografica de las principales especies de Plasmodium que infectan humanos. A Mapa
cuantitativo sobre la distribucion de nimero de casos de malaria falciparum en 2024. B Mapa cuantitativo
sobre la distribucion de nimero de casos de malaria vivax en 2024 [46]. C Mapa cualitativo de la distribucion
de P. ovale y P. malariae [42]. No se muestran datos de P. knowlesi, aunque su distribucion esta restringida
al sudeste asiatico.

1.2.2. Ciclo bioldgico de Plasmodium spp.

El ciclo biologico de los parasitos del género Plasmodium es complejo ya que es un
parasito intracelular obligado, y requiere la alternancia entre el mosquito hembra del
género Anopheles y el humano [32]. A continuacion, se muestra esquematicamente las
diferentes fases del ciclo de la malaria humana, inicidndose en el momento de la infeccion:
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Figura 10. Ciclo bioldgico de la malaria. Se muestra una representacion grafica del ciclo de vida de
Plasmodium spp. utilizando al humano como hospedador intermediario. El ciclo se divide en tres fases: A
ciclo exoeritrocitico, B ciclo eritrocitico y C ciclo esporogénico [47].

Fase hepatica (exoeritrocitica): la infeccion comienza con la inoculacién de
esporozoitos durante la picadura del mosquito infectado. Estas formas méviles se liberan
al torrente sanguineo y llegan hasta el higado, invadiendo los hepatocitos. En este
momento, el pardsito experimenta una intensa reproduccion asexual (esquizogonia
hepatica), formando esquizontes que contienen decenas de miles de merozoitos. Cuando
estos maduran, retornan a la circulacion sanguinea (Figura 10A) [48]. En el caso de P.
vivax y P. ovale, una fraccion de parasitos hepaticos puede permanecer en estado latente

y no dividirse, formando asi los hipnozoitos, que pueden dar lugar a recaidas futuras [35].

Fase eritrocitica: es la fase clinica del ciclo [33]. En ella, los merozoitos invaden los
eritrocitos mediante una serie de interacciones ligando-receptor [49]. Una vez en el
interior del hematie, el pardsito madura y pasa por las fases de anillo, trofozoito y
esquizonte. En el interior del esquizonte se producen los merozoitos que, tras la ruptura
sincronizada de los eritrocitos infectados se liberan, reiniciando esta fase del ciclo [33].

La duracion del ciclo eritrocitico 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 transmision, una pequefia
proporcion de trofozoitos jovenes se diferencian en gametocitos (microgametocitos 'y
macrogametocitos ¢), que circularan en la sangre hasta ser ingeridos durante una nueva

picadura [32].

Fase esporogonica: 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 fecundacion y la formacion del zigoto, tnica fase diploide del parésito.
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
esporozoitos haploides. Tras la ruptura del ooquiste, los esporozoitos migran a las
glandulas salivales del mosquito y permanecen a la espera de una nueva picadura,

reiniciandose el ciclo [50].

A pesar de que la transmision vectorial es la forma natural y més habitual de contraer la
infeccion [51], existen otras vias mucho mas infrecuentes como: transfusiones sanguineas
[52], trasplantes de oOrganos [53], via congénita y neonatal [54], y la transmision

nosocomial por el uso accidental de material punzante contaminado [55].
1.3. Epidemiologia de la malaria
1.3.1. La malaria como problema de salud publica global

La malaria contintia representando uno de los principales desafios para la salud publica
global. Segun la OMS, en 2024 se registraron alrededor de 282 millones de casos y
610.000 muertes en 85 paises endémicos, lo que sugiere un incremento con respecto a los
273 millones de casos y 598.000 muertes de 2023. Su distribucion geografica es
marcadamente heterogénea, concentrandose de forma predominante en la Region africana
de la OMS, la cual el 2024 acumuld el 94% de los casos y el 95% de las defunciones.
Otras regiones con incidencia significativa incluyen el Sudeste Asiatico, el Mediterraneo

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

Entre los afios 2000 y 2015 se lograron avances significativos en el control de la
enfermedad, con una reduccion del 40% en la incidencia clinica y una disminucion
sustancial de la prevalencia en Africa [56]. No obstante, desde 2015-2016 este progreso
se ha ralentizado e incluso revertido en algunas regiones. Este estancamiento se atribuye
a multiples factores como, el cambio climatico, las crisis humanitarias, las limitaciones
en la financiacion 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].
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Figura 12. Evolucion temporal de la incidencia de casos de malaria a nivel mundial [36]. Se muestra
graficamente el nimero de casos de malaria (por cada 1000 habitantes) en todo el mundo.

Para conseguir la erradicacion de la malaria, la OMS establece tres pilares fundamentales
articulados en la GTS: 1) acceso universal a la prevencion, diagnostico y tratamiento; 2)
aceleracion de la eliminacion; y 3) fortalecimiento de la vigilancia mediante sistemas de

informacion robustos que permitan orientar las intervenciones sanitarias. En este ultimo,
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la vigilancia molecular ha adquirido una importancia creciente para monitorizar amenazas
emergentes, como la resistencia a antimaldricos y las deleciones de los genes

pfhrp2/pfhpr3, que comprometen la eficacia de las PDR [25].
1.3.2. La malaria en Africa subsahariana
1.3.2.1. Carga epidemiologica

AS concentra la mayor parte de la carga mundial de malaria, constituyendo la principal
region de transmision y mortalidad con una distribucion entre paises muy heterogénea.
Un grupo reducido de paises entre ellos Nigeria, Reptblica Democratica del Congo
(RDC), Uganda, Etiopia, Mozambique y Angola (Figura 13) representa mas de la mitad

de los casos mundiales [36].

En 2024, la Region africana de la OMS notifico alrededor de 265 millones de casos y
579.000 muertes [36].
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Figura 13. Proporcion del nimero de casos de malaria por paises en 2024. Se observa graficamente, como la
mayoria de los casos se registraron en paises de Africa subsahariana [36].

Los nifios menores de cinco afios, debido a su inmunidad atin 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 nifios africanos mueren anualmente por esta

enfermedad que es prevenible y tratable [59].

P. falciparum es la especie mas prevalente en AS, el cual es responsable de la gran
mayoria de casos graves y fallecimientos [59]. En cuanto a la transmision, se presentan
distintos patrones en funcion del contexto ecoldgico: en las latitudes cercanas al ecuador

la transmision es intensa y perenne, en cambio, en areas como el Sahel o algunas regiones
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del sur de Africa adopta un caracter marcadamente estacional, asociado con los periodos
de lluvias [56].

1.3.2.2. Factores que condicionan la transmision

La persistencia de la malaria en AS responde a la interaccion de factores climaticos,
bioldgicos y estructurales. Las temperaturas céalidas y la elevada humedad favorecen tanto
el desarrollo del parasito en el mosquito como la supervivencia de los vectores [60].
Ademas, se suman factores socioecondmicos que amplifican la exposicion como la
precariedad de las viviendas, la ausencia de barreras fisicas 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 geograficas,
econdmicas o estructurales, retrasan el diagnostico y el tratamiento, incrementando la
transmision y la probabilidad de casos graves [61]. Por ultimo, los sistemas de vigilancia
insuficientes constituyen otro obstidculo importante. La subnotificacion de casos,
especialmente en zonas rurales o de dificil acceso, dificulta la estimacion de la carga real

de la enfermedad y dificulta la planificacion eficiente de intervenciones [25].
1.3.3. La malaria en Angola
1.3.3.1. Situacion epidemiologica nacional

Angola, localizado en el suroeste de Africa, se clasifica como pais de alta transmision y
esta presente de forma constante entre los paises con mayor carga de malaria a nivel
mundial. En 2024, ocup6 el sexto y el octavo lugar en relacion 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 publica del pais, siendo la
primera causa de mortalidad [62], asi como de morbilidad y absentismo laboral y escolar
[63]. Toda la poblacion reside en areas con riesgo de transmision. Su distribucion esta

determinada por las caracteristicas climaticas de cada region (Figura 14) [62].
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Figura 14. Transmision y prevalencia de malaria en Angola. A Mapa politico de Angola que indica las tres
zonas geograficas seglin la intensidad y la estabilidad de la transmision, y las tasas de incidencia en los afios
2017 y 2018. B Mapa de Angola que indica la prevalencia de malaria en la poblacion de cada region [64].

El contexto socioeconémico condiciona en gran medida la dindmica de la enfermedad,
afectando especialmente a comunidades rurales y de recursos limitados [65]. Los nifios
menores de cinco afios y las mujeres embarazadas se consideran como los grupos mas
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 Iucha contra la malaria en Angola se rige hasta el momento siguiendo el Programa
Nacional de Control de Malaria (PNCM), que establece el marco de coordinacion de las
intervenciones, orientacion de la financiacion y fortalecimiento del sistema sanitario. Sus
objetivos principales son la reduccion de la morbilidad y mortalidad, promoviendo el

acceso de la poblacion a la prevencion, diagnostico y tratamiento [62].
1.3.3.2.1. Estrategias nacionales de diagnostico

La normativa nacional exige la confirmacion parasitologica previa al inicio del
tratamiento en los casos de sospecha. Las herramientas diagnosticas disponibles incluyen:
1) El examen microscopico por gota gruesa, 2) las PDR basados principalmente en la
proteina rica en histidina 2 de P. falciparum (PDR-PfHRP2) [67], los cuales han permitido
ampliar el acceso diagndstico en areas 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 Investigacdo em Satde (INIS) [62].
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1.3.3.2.2. Politicas terapéuticas

Desde 2007-2008, Angola adopt6 las TCA como tratamiento de primera linea frente a la
malaria no complicada [64]. Las TCA autorizadas en el pais incluyen: arteméter-
lumefantrina (AL), artesunato-amodiaquina (AS + AQ) y dihidroartemisinina-
piperaquina (DHA + PPQ). En los casos de malaria grave, las guias 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 ambito preventivo, el Tratamiento Preventivo Intermitente en embarazadas (TPle)
mediante dosis de SP en cada consulta prenatal a partir de las 13 semanas de gestacion,
es utilizado como quimioprofilaxis de malaria durante el embarazo [67]. A pesar del
aumento de la cobertura en los Gltimos afios, los ultimos 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 pais (Figura 14A), presenta
un clima tropical con variaciones entre las zonas costeras semidridas y areas interiores
mas humedas [64]. Desde un punto de vista epidemiologico, se clasifica como area
mesoendémica estable, con transmision sostenida todo el afio y aumentos estacionales
asociados a la época lluviosa. Su tasa de transmision (181 casos por 1000 habitantes en

2018) la sittian detras 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 poblacion estimada en torno a 320.000 habitantes.
Aproximadamente el 42% de la poblacion presenta un bajo nivel socioeconémico con un
acceso limitado a servicios basicos: el 42,3% de los residentes depende de fuentes de agua
no canalizada, el 23,6% de los hogares carece de sanecamiento basico y tnicamente el
33,6% de las unidades familiares dispone de suministro eléctrico. A pesar de estas
condiciones estructurales, el 87,1% de la poblacidon 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. Situacién geografica del Hospital Nossa Senhora da Paz de Cubal (HNSP). A Mapa de Africa con
Angola resaltado. B Mapa de Angola con la provincia de Benguela resaltada. C Municipios de la provincia
de Benguela, sefialando la situacion geografica 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 patron de transmision de malaria con picos entre diciembre y marzo,
coincidiendo con la estacion de lluvias (noviembre-mayo) [68]. Aunque histéricamente
fue catalogado como mesoendémico estable, estudios recientes indican una marcada
estacionalidad y un aumento de la incidencia desde 2014, observandose un aumento de
2,3 a 12,4 casos por 1000 habitantes en 2016, asociado a factores climaticos y a la
reduccion del apoyo internacional. La especie predominante es P. falciparum, la cual
representa practicamente 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 algiin criterio de gravedad y la tasa de mortalidad se sitia alrededor del 8,7% de
los casos hospitalizados. Los nifios menores de cinco afios son los mas afectados,

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

El diagnostico se centra en el uso extendido de los PDR-PfHRP2 y la microscopia, sin
disponibilidad de diagnéstico molecular [63]. Posteriormente a las politicas de tratamiento
de la malaria no complicada con quinina oral mas clindamicina, en 2012 se implemento
definitivamente el AL como tratamiento de primera linea [68]. Por ltimo, el TPIe con SP
estd implementado en las consultadas prenatales de los distintos centros sanitarios, si bien

las barreras economicas y geograficas limitan su cobertura completa [62].
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1.4. Presentacion clinica de la enfermedad

La malaria se manifiesta como una enfermedad febril aguda cuya sintomatologia inicial
es inespecifica y sumamente variada, lo que lleva en numerosas ocasiones a confundirla
con otras patologias de causa viral o bacteriana. Los sintomas generales incluyen cefalea,
fatiga, malestar general y mialgias, muchas veces acompafiados de problemas
gastrointestinales. Clinicamente la fiebre (temperatura axilar > 37,5 °C) o antecedente de
la misma es el principal criterio de sospecha para iniciar el diagndstico, especialmente en

personas procedentes de areas endémicas [20].
1.4.1. Malaria sintomatica

La aparicion de manifestaciones clinicas esta directamente relacionada con la fase
eritrocitica del parasito. Durante la ruptura eritrocitica se liberan componentes parasitarios
que inducen una respuesta inflamatoria mediada por citosinas, responsables de los cuadros
febriles caracteristicos de la enfermedad [69]. No obstante, la presentacion clinica puede
variar en funcion del nivel de transmision en la region (a mayor transmision mayor
inmunidad), el estado inmunolégico del individuo, el momento en que se administra el

tratamiento y la especie de Plasmodium causante de la infeccion [20,70].
1.4.1.1. Malaria por P. falciparum

La infeccion por P. falciparum constituye la forma mas 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 sintomas clinicos
en ausencia de disfuncion organica grave [20]. Los sintomas mas comunes incluyen:
fiebre intermitente cada 48 horas (terciana), escalofrios, cefalea, mialgias, debilidad

generalizada y sintomas gastrointestinales como nauseas y/o vomitos [71].
1.4.1.1.2. Malaria grave

De acuerdo con la definicion de la OMS, la malaria grave causada por P. falciparum se
define por la presencia de uno o mas de los siguientes criterios clinicos o de laboratorio
en presencia de parasitemia asexual confirmada: 1) alteracion del nivel de conciencia, 2)
postracion, 3) convulsiones multiples, 4) acidosis metabolica que suele manifestarse como

dificultad respiratoria, 5) hipoglucemia, 6) anemia malérica 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 hematies 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 clinicas 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 tltima los
criterios de gravedad mas comunes son: anemia grave, sindrome de dificultad respiratoria
aguda y en algunos casos malaria cerebral [73]. Ademas, la esplenomegalia es un hallazgo

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

P. ovale: comparte caracteristicas clinicas con P. vivax [20,75]. Historicamente 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 infeccion inicial [71].

P. knowlesi: caracterizado por paroxismos febriles de 24 horas (cotidiana), caracteristica
que favorece un rapido aumento de la densidad parasitaria dando lugar cuadros graves

similares a la malaria falciparum, aunque habitualmente sin sintomas neurolégicos [20].
1.4.1.3. Infecciones mixtas

Las infecciones mixtas por dos o mas especies de Plasmodium, representan un hallazgo
frecuente en regiones de elevada transmision [20]. Clinicamente abarcan un amplio
espectro de severidad dependiendo de las interacciones entre las especies causantes de la
infeccion. Las infecciones por P. falciparum + P. vivax suponen un mayor riesgo de
desarrollar formas graves de la enfermedad, especialmente en nifios, provocando una
exacerbacion 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 comparacion a monoinfecciones por P. falciparum [70]. Ademas,
las infecciones mixtas de P. knowlesi con otras especies son habitualmente frecuentes
[20], especificamente su coinfeccion junto con P. vivax incrementa el riesgo de

complicaciones sistémicas [76].
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1.4.2. Portadores asintomaticos

Existen casos de portadores asintomaticos definidos como la presencia de formas
asexuales de Plasmodium en sangre periférica, a menudo en bajas parasitemias o incluso
infecciones submicroscopicas (parasitemias < limite de deteccion del examen
microscopico), sin fiebre u otras manifestaciones clinicas compatibles con la enfermedad
[72]. Este fenomeno se observa con mayor frecuencia en regiones donde la transmision
es estable, debido a que la exposicion repetida al parasito 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 alteracion de la
inmunidad adquirida, asi como por factores nutricionales y la coexistencia de otras
enfermedades. Entre ellos se incluyen: 1) los nifios menores de cinco afios, cuya elevada
vulnerabilidad se asocia a la inmadurez del sistema inmunitario; 2) las mujeres
embarazadas, en quienes los cambios hormonales e inmunologicos aumentan la
susceptibilidad a la infeccion; 3) las personas infectadas por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) u otras condiciones de inmunosupresion, en las que se
ha descrito una interaccion sinérgica desfavorable entre ambas infecciones; y 4) los
viajeros procedentes de zonas no endémicas, que carecen de inmunidad adquirida frente

al parasito.
1.5. Diagnéstico de la malaria
1.5.1. Importancia del diagndstico en el control de la malaria

Desde un punto de vista clinico, el diagnostico presuntivo basado exclusivamente en la
sintomatologia resulta insuficiente y muchas veces contraproducente, ya que las
manifestaciones iniciales de la malaria (particularmente la fiebre) son inespecificas. Por
esta razon, desde el afio 2010 la OMS [78], recomienda que, todo caso sospechoso de
malaria sea confirmado mediante pruebas parasitolégicas como la microscopia y/o PDR

antes de iniciar el tratamiento [72].

El sobrediagnoéstico puede conducir a la administracion innecesaria de antimalaricos, con
el consiguiente incremento de los gastos sanitarios, la exposicion del paciente a efectos
secundarios de los farmacos y el aumento de la presion selectiva sobre los parasitos

favoreciendo la aparicion de resistencias. Por el contrario, el infradiagnostico puede
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retrasar el tratamiento adecuado, aumentando el riesgo de progresion a formas graves de
la enfermedad y manteniendo la transmision al favorecer la persistencia de reservorios

humanos [25].

Las técnicas diagnésticas empleadas en la actualidad, se centran principalmente en la
deteccion del parasito en su fase eritrocitica mediante métodos directos [79].

1.5.2. Microscopia convencional

El examen microscopico de frotis sanguineos continua siendo el “gold standard” para el
diagndstico de la malaria. Esta técnica se basa en la observacion directa del parasito en
sangre periférica mediante la coloracion de Giemsa preferentemente, aunque existen otros
métodos de tincion alternativos como Field, Jaswant Singh Bhattacharji, Leishman vy,
Wright [80]. El procedimiento diagndstico consiste en la preparacion 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 concentracion y, por lo tanto,
aumenta la probabilidad y la rapidez para identificar infecciones de baja carga parasitaria,
ademas de cuantificar la parasitemia (parasitos/uL de sangre); y 2) la extension fina que
facilita la identificacion de la especie de Plasmodium al observar al parasito en el interior
de los eritrocitos, ademas de dar una cuantificacion de la parasitemia como proporcion de

hematies parasitados [81].
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Figura 16. Frotis de sangre periférica para el diagnostico microscopico de malaria. A Preparacion de frotis
de sangre mediante gota gruesa (1-2 cm de diametro). B Gota gruesa observada al microscopio con el objetivo
de 100X. Se observan tanto leucocitos (WBC) como trofozoitos de Plasmodium spp. (T) [79]. C Preparacion
de frotis de sangre mediante extension fina. D Extension fina observada al microscopio con el objetivo de
100X. Se observan tanto eritrocitos (RBC) como trofozoitos de P. falciparum en estado intraeritrocitico (T)
[79].
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Entre las principales ventajas de la microscopia destaca su bajo coste, la posibilidad de
estimar la densidad parasitaria y su utilidad para identificar las especies causantes de la
infeccion. Ademads, permite evaluar la respuesta al tratamiento mediante el seguimiento
de la disminucion del nimero 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 submicroscdpicas, como es frecuente en el caso
de los individuos asintomaticos [79]. Asimismo, requiere de una infraestructura minima,

incluyendo microscopios, reactivos de tincion y electricidad [72].
1.5.3. Test de diagnostico rapido

Las PDR son dispositivos de flujo lateral basados en el principio inmunocromatografico
que permiten detectar antigenos especificos del pardsito en muestras de sangre. Las
principales dianas antigénicas de los test son: 1) la proteina PAHRP2 que es producida en
elevadas cantidades por P. falciparum durante las fases de trofozoito y esquizonte, por lo
que se considera la diana de mayor sensibilidad para la deteccion de esta especie (Figura
17); 2) la lactato deshidrogenasa panmaldrica (pLDH), una enzima fundamental en la via
glucolitica presente en las principales especies de Plasmodium que infectan al humano y
que esta asociada a parasitos viables; y 3) la aldolasa panmaldrica, otra enzima metabdlica
comun en diferentes especies del género Plasmodium [82].
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Figura 17. Expresion de las principales dianas antigénicas para las pruebas de diagnoéstico rapido de malaria
(PDR). HRP2: proteina rica en histidina 2, cominmente empleada como diana de las PDR para la deteccion
de P. falciparum. HRP3: proteina rica en histidina 3, homéloga a HRP2. LDH: lactato deshidrogenasa. La
GAPDH: gliceraldehido-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 obtencion 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 antigeno en sangre,
especialmente la PAHRP2 que puede permanecer en la circulacion varias semanas tras el
fin de la infeccidn, 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 parasitos/uL 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]. Ademas, la sensibilidad y especificidad de estas pruebas
pueden variar segun la marca comercial y las condiciones de almacenamiento, no
permiten la cuantificacion 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 amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) han demostrado
una sensibilidad y especificidad superiores a los métodos convencionales para el
diagnostico de la malaria. Entre ellas, la PCR y principalmente la PCR a tiempo real,
presentan una elevada sensibilidad diagnostica, pudiendo detectar cargas parasitarias muy
bajas, del orden de 0,5-5 parasitos/uLL de sangre [81], por lo que resulta mas conveniente
a la hora de diagnosticar infecciones asintomaticas, y es de gran utilidad en estudios de
prevalencia [81]. Ademas, permite la identificacion precisa de las especies de Plasmodium
y la deteccion de infecciones mixtas con exactitud [87]. La PCR a tiempo real permite
estimar de forma indirecta la densidad parasitaria mediante el analisis del ciclo umbral
(Ct) en el que se detecta la amplificacion de la region genética diana. Ademads, la
incorporacion de curvas patron de amplificacion posibilita la cuantificacion de la carga
parasitaria con mayor precision, constituyendo la denominada PCR en tiempo real
cuantitativa (QPCR) [88]. Mediante la qPCR, se puede llevar a cabo la monitorizacion de

la respuesta al tratamiento con gran precision.

A pesar de sus ventajas diagnosticas, la implementacion de estas técnicas en entornos
endémicos de recursos limitados sigue siendo compleja. Entre los principales
inconvenientes se encuentran el elevado coste de la instrumentacion y reactivos, y la

necesidad de personal altamente cualificado [81]. Como solucion, para facilitar la
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logistica en casos clinicos concretos o en estudios epidemioldgicos, la recoleccion 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 analisis molecular [89].
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Figura 18. Electroforesis, curvas de fluorescencia de PCR en tiempo real y muestras de sangre seca (DBS)
para el diagnoéstico de la malaria. A Gel de agarosa en el que se observan los amplicones producto de PCR
convencional: tres casos de infeccion 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 deteccion
de Plasmodium spp. [91]. C DBS en papel de filtro para el analisis molecular de la malaria [92].

Ademéds de la PCR, se han desarrollado otras TAAN con potencial de aplicacion en el
terreno como la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP). Esta tecnologia,
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 utilizacion 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
deteccion 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 turbidimetros [93].

Mas recientemente, las técnicas moleculares como la PCR digital ({PCR) y los sistemas
basados en CRISPR, como SHERLOCK se han propuesto como alternativas

prometedoras para mejorar la sensibilidad y la rapidez en el diagnéstico de la malaria [87].
1.5.5. Técnicas seroldgicas

La serologia de malaria se basa en la deteccion de anticuerpos especificos, dirigidos contra
antigenos de las fases eritrociticas del parasito [79,87]. Habitualmente se realiza mediante
técnicas como el ensayo por inmunoarbsorcion ligado a enzimas o la inmunofluorescencia
indirecta [87]. Su utilidad en el diagnostico clinico es limitada, debido a que no permiten
diferenciar entre infeccion activa y exposicion pasada. Sus principales aplicaciones se
sittian en el ambito del estudio de donantes en bancos de sangre [95], la vigilancia

epidemiologica en estudios de seroprevalencia, especialmente en regiones de baja
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transmision, asi como para la evaluacion de intervenciones de control o erradicacion
[72,79].

1.5.6. Diagndstico de imagen asistido por inteligencia artificial

El diagnostico mediante microscopia automatizada e inteligencia artificial surgié como
una estrategia para reducir la subjetividad y la fatiga asociadas al diagnostico
microscopico convencional. Estos sistemas emplean algoritmos de aprendizaje profundo
(Deep Learning Models), capaces de analizar imagenes digitales de gota gruesa y
extension fina [79]. Particularmente, tecnologias como EasyScan Go [96] o IMAGING
[97], han mostrado resultados prometedores para su aplicacion 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

morfologia similar y dependencia de la calidad de la preparacion [98].
1.5.7. Otros métodos diagndsticos

Ademas de los métodos mencionados anteriormente, existen otras técnicas innovadoras

que se sittian en diferentes etapas de desarrollo en implementacion.

¢ Dispositivos magneto-Opticos basados en la deteccion de hemozoina: estas técnicas
aprovechan las propiedades biofisicas del pigmento malarico para su deteccion.
Destacan dispositivos como Gazelle [99] o RMOD [100].

e Citometria de flujo fotoacustica: permite la deteccion no invasiva in vivo de
parasitos circulantes mediante sefiales fotoacusticas generadas por la hemozoina,
como el sistema Cytophone [101].

¢ Biosensores portatiles: capaces de detectar antigenos parasitarios u otros

marcadores en muestras no invasivas, como la saliva u orina [81].
1.6. Tratamiento de la malaria

El tratamiento farmacologico de la malaria se considera una intervencion clave tanto para
el manejo clinico individual como para las estrategias de control poblacional. Su objetivo
principal es reducir la mortalidad, evitando la aparicién de complicaciones y logrando la
curacion mediante la eliminacion de la parasitemia. Desde la perspectiva de salud publica,
un tratamiento temprano y eficaz, acorta el periodo durante el cual el paciente puede

infectar al mosquito, limitando asi la transmision [20].
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1.6.1. Farmacos antimalaricos
1.6.1.1. Derivados de la artemisinina

Los derivados de la artemisinina constituyen la base del tratamiento antimalarico actual
por su elevada eficacia y su rapida accion esquizonticida. Con el fin de conservar su
efectividad terapéutica y retrasar la aparicion de resistencias, se recomienda su
administracion en forma de tratamiento combinado [102]. Los principales farmacos de
este grupo son: el artesunato, arteméter y la dihidroartemisinina [103]. Su mecanismo de
accion se centra en interferir en el metabolismo del hierro (grupo hemo), generando
radicales libres que contribuyen a la eliminacion del parasito [102]. Estos farmacos
muestran especial eficacia frente a las formas jovenes de anillo y trofozoitos [103],

presentando ademas actividad frente a gametocitos inmaduros [20].
1.6.1.2. Aminoquinolonas

Las aminoquinolonas constituyen el grupo mas antiguo de antimalaricos, y actualmente

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

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

actividad esta dirigida principalmente contra formas eritrociticas asexuales [59].

8-aminoquinolonas: representadas por la primaquina y la tafenoquina. Son los Unicos
antimalaricos capaces de eliminar los hipnozoitos hepaticos de P. vivax y P. ovale.
Ademas, 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 hemolitica 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 trofozoito y esquizonte, incluso actiian como gametocidas frente a las especies

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

Los antifolatos son farmacos de accion lenta que incluyen a la pirimetamina, el proguanil,
y sulfamidas como la sulfadoxina. Esta ultima se administra habitualmente con la

pirimetamina como tratamiento quimiopreventivo [104]. Estos fAirmacos actlian frente a
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formas eritrociticas asexuales maduras, aunque, tienen capacidad de interrumpir el
desarrollo del parasito en el higado, 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 combinacion 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
favorecio la seleccion de cepas resistentes [106]. Las TCA se fundamentan en la
combinacion de dos componentes con propiedades farmacoldgicas complementarias: 1)
derivado de artemisinina: de accion rapida, responsable de la reduccion intensa inicial de
la densidad parasitaria; y 2) farmaco acompanante de vida media prolongada: cuya
funcién es eliminar los pardsitos remanentes y aportar efecto profilactico tras el
tratamiento (Figura 19) [20].

Max —

Artemeter
s Lumefantrina

Concentracién del fairmaco en sangre

1h 2h 6-8h 2d 6-8d

Tiempo del farmaco en sangre

Figura 19. Vida media de los dos componentes de las Terapias Combinadas basadas en Artemisininas (TCA).
Representacion grafica de la vida media de un derivado de artemisinina (arteméter) y su firmaco acompafiante
(lumefantrina) [107].

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

ya que la probabilidad de que el parasito 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]:

e AL: es el TCA més empleado a escala global y presenta elevada eficacia clinica
[104].

e AS + AQ: ampliamente utilizada en Africa y Sudamérica, con buena eficacia
terapéutica, aunque se asocia con mayores efectos secundarios gastrointestinales
[108].

e DHA + PPQ: la prolongada vida media de la piperaquina confiere un efecto
protector post-tratamiento que contribuye a disminuir el riesgo de reinfeccion
[109]. Ha sido muy utilizada en el sudeste asiatico, en donde se han detectado
resistencias [110].

o Artesunato-mefloquina (AS + MQ): empleada tradicionalmente en el Sudeste
Asiatico, de elevada eficacia, aunque en determinadas zonas del Gran Mekong se
han descrito resistencias tanto a la artemisinina como a la mefloquina [20,111].

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

la expansion de resistencias a la SP [20].
1.6.2.2. Malaria grave

El tratamiento de eleccion para la malaria grave son los derivados de las artemisininas
parenterales, mas concretamente el artesunato endovenoso (o intramuscular si no es
posible por esta via), el cual ha demostrado ser superior a la quinina. El arteméter
intramuscular se utiliza como alternativa de segunda opcion cuando el artesunato no esta
disponible [59].

1.6.3. Tratamiento de la malaria no falciparum

El abordaje terapéutico de la malaria se ajusta segin 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 afiadir primaquina para la eliminacion de

hipnozoitos [112].
1.7.  Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis consiste en la administracion periddica de antimaléricos con el fin de
evitar la infeccion o impedir su progresion a formas clinicas. Se distinguen dos enfoques:

1) prevencion individual orientada a viajeros que se desplazan a zonas endémicas, y 2)
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quimioprevencion poblacional, que implica la administracién de tratamientos a grupos
especificos en areas de transmision activa, independientemente de que exista infeccion
confirmada [113].

1.7.1. Principales farmacos empleados en quimioprofilaxis de malaria

La eleccion del farmaco profilactico depende del destino, el riesgo de exposicion, el perfil
de resistencias local y las caracteristicas del individuo. En la Tabla 1 se muestran los

principales farmacos quimioprofilacticos segin el grupo poblacional al que van dirigidos.

Tabla 1. Farmacos y tipos de tratamientos quimioprofilacticos de la malaria [113].

Poblacion Tipo quimioprofilaxis Farmacos
. N QEM SP + AQ
Niflos menores de 5 afios
QPM SP
Mujeres embarazadas TPle SP

Atovacuona-proguanil;
- . . . cloroquina; doxiciclina;
Viajeros Quimioprofilaxis en viajeros . . .
mefloquina; primaquina;
tafenoquina
QEM: quimioprofilaxis estacional de malaria en nifios; QPM quimioprevencion perenne de malaria; TPle:
tratamiento preventivo intermitente en embarazadas; SP + AQ: sulfadoxina-pirimetamina-amodiaquina; SP:

sulfadoxina-pirimetamina.

1.7.2. Estrategias de quimioprofilaxis intermitente

La SP es el farmaco de eleccion para las estrategias de quimioprofilaxis en Africa, 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 gestacion y evitar complicaciones
maternas y neonatales [114]. Estd dirigido a todas las gestantes residentes en areas
endémicas de transmision moderada o alta (Tabla 1) [115]. Esta intervencién 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 nifios

La quimioprofilaxis estacional de malaria en nifios (QEM) tiene como objetivo proteger
a la poblacion infantil menor de cinco afios que vive en regiones con transmision

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

La quimioprevencion perenne de malaria (QPM), busca proteger a los nifios durante las
etapas de mayor vulnerabilidad inmunologica frente a formas graves de la enfermedad.
Esta dirigido a nifios de hasta 24 meses de edad (Tabla 1).

1.7.3. Administracion masiva de medicamentos

La administracion masiva de medicamentos (AMM) es una estrategia de salud publica
orientada a disminuir de forma rdpida la carga de la enfermedad y la transmision
comunitaria. Se aplica a toda la poblacion de un area determinada, excluyendo personas
con incompatibilidades médicas. Consiste en la distribucion de ciclos terapéuticos
completos de TCA [116].

1.8. Resistencias a los antimalaricos

La resistencia a los antimalaricos se define como la capacidad de una cepa de Plasmodium
para sobrevivir o multiplicarse tras la administracion y adecuada absorciéon de un
antimalarico a dosis iguales o superiores a las recomendadas. Desde el punto de vista
clinico, 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 parasitologico, la resistencia se evidencia por la presencia de parasitos

detectables mediante microscopia al tercer dia del tratamiento [118].
1.8.1. Causas y factores que favorecen la aparicion de resistencias

La aparicion y propagacion de resistencias constituye un proceso evolutivo impulsado por
la presion farmacologica sostenida. El uso extendido de los antimalaricos favorece la
seleccion de mutaciones aleatorias que confieren ventajas de supervivencia al parasito
[117]. Historicamente, la utilizacion de monoterapias favorecio la seleccion de cepas
resistentes, lo que promovio la transicion hacia terapias combinadas [119]. Otros factores
incluyen la subdosificacion y la baja adherencia terapéutica. Asimismo, la
automedicacion y el uso masivo de antimalaricos en programas poblaciones contribuyen
a este fenémeno [120]. Entre los factores bioldgicos, una elevada carga parasitaria
incrementa la probabilidad de mutaciones espontaneas. Las zonas de baja transmision
suelen actuar como focos de seleccion de resistencias, ya que la menor inmunidad
adquirida de la poblacion junto con una menor competencia de cepas sensibles favorece

una transmision mas eficiente de los parasitos resistentes [117].
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1.8.2. Mecanismos bioldgicos y moleculares de resistencia

Los mecanismos de resistencia se basan principalmente en modificaciones en las proteinas
diana del farmaco, lo que reduce su afinidad de unién, asi como alteraciones de proteinas
transportadoras que disminuyen la concentracion en el compartimento intracelular de

accion del farmaco (Figura 20) [121].

PFMDR1: transportador de la
vacuola digestiva. Gen de multi
. resistencia: CQ, MQ, L, HF y ART
S Gen pfmdr1 SNPs: 86 Tyr y 1246 Tyr

&) PFCRT: transportador de la
vacuola digestiva

PHFR/ PFDHPS: citoplasma'
acion con la resistencia S/P
Genes pfdhfry pfdhps SNPs:
pfdhfr51 lle/ 59 Arg/ 108
Asn/ 164 Leu/ 437Gly/
540Glu/ 581 Gly

W e

Figura 20. Mecanismos de resistencia a los antimaldricos. Principales proteinas y genes parasitarios
implicados en la resistencia a antimalaricos. Figura creada por el laboratorio de cooperacion cientifica y
técnica en enfermedades tropicales, Instituto de Salud Carlos 111, Madrid, Espafia.

PFK13: interviene en la tomo

... de Hb. Gen pfk13, mutaciones

relacionadas con resistencia a
artemisininas

En la presente tesis, se analizaron los marcadores moleculares asociados a resistencia en
los genes pfkl3, pfimdrl, pfdhfr y pfdhps. A continuacion, se describen los mecanismos

de resistencia frente a los farmacos relacionados con los marcadores estudiados.
1.8.2.1. Resistencia a las artemisininas

El fenomeno caracteristico 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 farmaco acompanante en las TCA [120].

El mecanismo de resistencia se centra en modificaciones en la proteina Kelch 13 —
codificada por el gen pfkl3— concretamente en su dominio propeller, en P. falciparum
[123]. Dichas alteraciones se vinculan con una desregulacion de la proteostasis y con una
respuesta mas eficiente al estrés celular en los estadios tempranos de anillo: disminuyen

la ubiquitinacion y degradacion de proteinas enzimaticas especificas (fosfaditilinositol-3-
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quinasa), provocando un aumento intracelular de fosfatidilinositol-3-fosfato, el cual

activa los mecanismos de supervivencia frente al dafio oxidativo [124].
1.8.2.2. Resistencia a farmacos asociados en terapias combinadas

A continuacion, se exponen los mecanismos de resistencia frente a los farmacos

acompanantes de las TCA:

Amodiaquina: Su resistencia se basa en la disminucion de la acumulacion del farmaco
en la vacuola digestiva, mediante su expulsion activa al citosol, impidiendo que alcance
niveles toxicos [117]. Esto es mediado por el transportador de resistencia a la cloroquina
(PfCRT) y se ve reforzado por la proteina 1 de resistencia a multiples farmacos (PMDRI1)
[125].

Lumefantrina: actiia principalmente en el citosol parasitario. Por ello, el mecanismo de
resistencia es inverso al de la amodiaquina. Consiste en el secuestro del farmaco dentro
de la vacuola digestiva, transportado por la PAMDRI1 y retenido dentro de la vacuola
digestiva, alejandolo de su diana citosoélica 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 farmaco a la vacuola digestiva, lo que reduce su concentracion citosodlica e
impide su interaccion con los ribosomas. El exceso de transportadores PAIMDRI es el que
provoca este mecanismo de secuestro. Al igual que en la lumefantrina, el PfCRT actua

modulando la tolerancia a la mefloquina [125].
1.8.2.3. Resistencia a la sulfadoxina-pirimetamina

La resistencia a la combinacion SP se origina por alteraciones en la via metabdlica del
acido folico, lo que reduce la afinidad de los farmacos 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
farmacos pierden su capacidad de uniodn, por lo que la sintesis del folato, esencial para la

replicacion, puede llevarse a cabo eficientemente [124].
1.8.3. Estudios de eficacia terapéutica

Los estudios de eficacia terapéutica (EET) son ensayos clinicos in vivo considerados el
estandar de referencia para evaluar la eficacia a los antimalaricos, calculando la tasa de
curacion y de fracaso terapéutico [127]. Su disefio contempla el seguimiento a los

pacientes durante 28 a 42 dias tras la administracion del tratamiento [128]. Se realizan en
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niflos menores de cinco afios residentes en zonas de alta endemicidad [129]. Para
interpretar correctamente los resultados, es imprescindible realizar un genotipado
mediante marcadores moleculares como pfmspl y pfmsp2, para diferenciar entre
recrudescencia (persistencia del mismo clon tras el tratamiento) y reinfeccion (nueva
infeccion adquirida durante el seguimiento) [130]. La OMS marca como umbral una tasa

de fracaso terapéutico > 10% para el cambio en la politica de tratamiento [36].
1.8.4. Vigilancia de marcadores moleculares de resistencia

La vigilancia genética constituye una herramienta fundamental para la deteccion 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
dindmica de expansion 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 caracteristicas y
consideraciones de los farmacos 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 Combinacién s . . . . Marcadores moleculares .
. P Indicacion especifica Mecanismo Resistencias . . Referencias
tratamiento terapéutica de resistencia
Tratamiento
El arteméter elimina  Fracaso terapéutico ~ Arteméter: mutaciones en
Adultos, nifios y parasitos rapidamente;  >10% en zonas de pfkl3. Lumefantrina:
AL - - . . [131,132]
embarazadas la lumefantrina (accion Angola, Kenia, mutaciones en pfcrt 'y
larga) elimina el resto  Uganda y Tanzania pfmdrl y N° copias
. Derivado de Tasas de fracaso ~ Artesunato: mutaciones en
Alternativa TCA. artemisinina con menores al 10% en fk13. Amodiaquina:
AS + AQ Efectos secundarios de . - . o PRS- q ' [131,133]
amodiaquina amlnoqulgollna de estudlos, ref:lentes en mutaciones en pfcjrt y
vida media larga Africa pfmdrl y N° copias.
Alternativa TCA. Accion rapida Resistencia a . .
Desrecomendada en artesunato y vida mefloquina Artesunato: mutaciones en
AS +MQ . pfkl3. Mefloquina: N° [117,124]
antecedentes media larga de detectada en el - . :
A > o copias pfindrl
neuropsiquiatricos mefloquina sudeste asiatico
Malaria no Dihid T
complicada Mayor riesgo de La piperaquina ofrece . Hhidro artemisinina:
i . . Reduccion de mutaciones en pfk/3.
fracaso en nifios <5 un periodo profilactico o . . o' . [117,128,13
DHA + PPQ PO . . sensibilidad en Piperaquina: N° de copias
afios si no se ajusta la post-tratamiento X . . 4]
X Camboya occidental de pfpm2/3 y mutaciones en
dosis prolongado
pfert
El artesunato . . Artesunato: mutaciones en
. Alta resistencia a SP .
Contraindicado en compensa la limita su uso en pfkl3. Sulfadoxina:
AS + SP primer trimestre del resistencia parcial de . mutaciones en pfdhps. [135,136]
muchas regiones - o
embarazo la SP en la fase o Pirimetamina: mutaciones
R endémicas
eritrocitica en pfdhfr
Evitar en personas con Pironaridina: firmaco  Tasa de fracaso del Artesunato: mutaciones en
AS +PY p o asociado de alta 7,6% detectada en . [137,138]
enfermedad hepatica . pfkl3.
eficacia Uganda
. - . Riesgo de
. . Hidrolisis rapida a .
Artesunato Primera hnee} para dihidroartemisinina; 1n01ftalltf!ad aumenta Mutaciones en pfkl3. [122,139]
endovenoso todos los pacientes . . si resistencia a :
mas eficaz que quinina P
artemisinina
Malaria Arteméter Si no hay artesunato Menos activo que la Eficacia
grave . disponible. Preferido dihidroartemisinina; comprometida en Mutaciones en pfkl3. [120,140]
intramuscular . . L . . -
sobre la quinina inyeccion IM oleosa  zonas de resistencia
Quinina Si no hay artesunato ni Men0§ eﬁcaz ¥y mas Res1ster}c41 a hlstquca Mutaciones pfindrl y N°
. toxica que en América, Asia y : [139,141]
edovenosa artemeter s o copias
artemisininas Africa
Cura clinica para P. Interfiere con la Resistencia
. vivax, P. ovale, P. detoxificacion del confirmada en P. Mutaciones en pfcrt 'y
Cloroquina malariae 'y P. knowlesi grupo hemo en el vivax en Indonesia y pfindrl y N° copias. [117,142]
Malaria no sensibles parasito el sudeste asiatico
falciparum Cura radical de P.
. . vivax/ovale. No Hipnozoiticida y . . Posible relacién con el gen  [117,121,14
Primaquina L Sin validar
recomendada en gametocitocida pfmrp 3]
deficiencia de G6PD
Quimioprevencién
Concentraciones La eficacia s .
Sulfadoxina- preventivas para disminuye segun la Sulfadoxina: mutaciones
.. . TPle y QPM Lo . . en pfdhps. Pirimetamina: [113,126]
pirimetamina eliminar infecciones frecuencia de .
. . mutaciones en pfdhfr
existentes y nuevas mutaciones
Seleccion de Sulfadoxina: mutaciones
Farmacologia pareada mutaciones en pfdhps. Pirimetamina:
SP + AQ QEM para evitar periodos de  pfdhfi/pfdhps sin mutaciones en pfdhfr. [144]
Profilaxis monoterapia pérdida total de Amodiaquina: mutaciones
eficacia pfert'y pfmdrl y N° copias.
Viajeros no inmunes a  Actia inhibiendo el . Atovacuona: mutaciones
Atovacuona- P - Cuando se utiliza de .
. zonas endémicas de P.  desarrollo del parasito . en pfcythb. Proguanil: [145]
proguanil . - forma inadecuada .
falciparum en su fase hepatica mutaciones en pfdhfi
Interfiere en la . . .
. - . . - R 1 M 1 ©
Mefloquina Viajeros no inmunes detoxificacion del eSIStenc@,ep ¢ utaciones pfindrl y N [146]
sudeste asiatico

grupo hemo.

copias
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AL: arteméter-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; TPle: tratamiento preventivo
intermitente en embarazadas; QPM: quimioprevencion perenne de malaria; SP + AQ: sulfadoxina-
pirimetamina-amodiaquina; QEM: quimioprofilaxis estacional de malaria.

1.9. Epidemiologia molecular de la malaria

La epidemiologia molecular se define como la aplicacion de las herramientas de biologia
molecular para estudiar la distribucion y los determinantes de la enfermedad a nivel
poblacional, permitiendo la caracterizacion genética del parasito con fines

epidemiologicos [147].

En los programas de control y eliminacion de la malaria, la vigilancia molecular facilita
la estimacion de la prevalencia real mediante la deteccion de infecciones
submicroscopicas, la diferenciacion entre recrudescencias y reinfecciones, la
identificacion de casos importados y la caracterizacion de las cadenas de transmision 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 deteccion de marcadores moleculares
asociados a resistencias a antimaldricos. Esta informacion resulta fundamental para
orientar las decisiones programaticas y adaptar las guias 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 aparicion de cepas con los genes pfhrp2 y pfhrp3 delecionados. El gen
pfhrp2 codifica la proteina PAHRP2, principal diana antigénica de las PDR debido a su
elevada expresion, estabilidad térmica, sensibilidad y especificidad diagndstica para esta
especie [150]. La proteina rica en histidina 3 de P. falciparum (PfHRP3), codificada por
el gen paralogo pfhrp3, presenta gran similitud estructural con PAHRP2, lo que contribuye
a su deteccion por las PDR-PfHRP2 en casos de parasitemias moderadas-altas (> 1000
parasitos/uL) [151].

1.9.1.1. Base genética y funcion de las proteinas 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 intrén y dos exones: el exon 1 codifica la secuencia sefial de secrecion y el exon 2
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contiene la secuencia codificante principal rica en repeticiones de histidina (Figura 21)
[153].

pfhrp2
1bp 8,259 - 8,563 bp 14,779 bp
)
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230F1» <230R 2E12F 1> <2EI2R] 228F»  «228R
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Figura 21. Estructura de los genes pfhrp2 y pfhrp3 y sus regiones flanqueantes [154].

Las proteinas PfHRP2 y P/HRP3 se producen abundantemente durante la fase eritrocitica
asexual del parasito y en los estadios tempranos de los gametocitos [155]. Aunque su
funcién biologica no estd completamente esclarecida, se ha propuesto que PfHRP2
participa en la detoxificacion del grupo hemo, ademas de contribuir a la remodelacion del
eritrocito infectado y a la modulacion de la respuesta inmune del hospedador [83]. A pesar
de ello, los genes codificantes no se consideran esenciales para la supervivencia del
parasito. No obstante estudios recientes sugieren que su pérdida puede implicar un coste
en el fitness, lo que podria influir en la dinamica de propagacion 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 especificos [150,157]. Estos eventos se originan principalmente por
recombinacion homdloga 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 clinico,
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 diagnostica, ya que provocan de forma consistente el
fallo en la deteccion de las PDR-PfHRP2 [151].

1.9.1.3. Impacto en el rendimiento de las PDR

La aparicion de parasitos con deleciones en pfhrp2 provoca resultados falsos negativos,
lo que disminuye la sensibilidad diagnostica de las PDR y supone un gran reto diagnostico
para la malaria por P. falciparum [151], dada la dependencia actual de estas pruebas [150].
En los casos de delecion simple de pfhrp2, la proteina 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 clinico y epidemiologico grave: el infradiagndstico puede retrasar o impedir
el tratamiento, favoreciendo la progresion hacia formas graves y manteniendo reservorios

que perpetian la transmision [158].
1.9.1.4. Distribucion geogrdfica y expansion de las deleciones

La primera delecion identificada en aislados de campo se document6 en la Amazonia
peruana en el estudio llevado a cabo por Gamboa et al. en 2010 [159]. Desde entonces, se
ha demostrado su amplia expansion por la cuenca amazonica (Colombia, Brasil, Surinam,
etc.), asi como en diversas regiones de Asia y Africa (Figura 22) [158,160]. En AS se ha
observado un incremento preocupante de su prevalencia en multiples paises, destacando
especialmente los localizados en el Cuerno de Africa (Eritrea, Yitubi y Etiopia) [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].

37



0-1% M >15-20% No data available
>1-8% I -20% Not endemic

- — ]
>8-15% Not applicable

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 pfhirp2 han ocurrido a través de multiples eventos de
mutacion independientes a nivel global [150], aunque en regiones como en el cuerno de
Africa se sugiere que la expansion ha sido a partir de un unico origen [162]. Entre los
factores que favorecen esta expansion destacan el uso generalizado de PDR-P/HRP2 y las
dindmicas poblacionales que facilitan el flujo de genes mutantes entre distintas areas
geograficas. El uso extensivo de las PDR-PfHRP2 ejerce una presion selectiva que
favorece la expansion de cepas con deleciones, ya que estas variantes son capaces de
eludir su deteccion, lo que conlleva a la ausencia de tratamiento y facilita la persistencia
de la transmision. Este proceso suele producirse en regiones de baja transmision 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 politicas diagnosticas

La creciente amenaza de las deleciones pfhrp2/3 compromete la eficacia de las estrategias
de diagnostico basadas en PDR-P/HRP2 y aumenta el riesgo de infradiagnostico a gran
escala. Ante esta situacion, la OMS recomienda realizar evaluaciones periddicas de la
prevalencia de las deleciones mediante metodologias moleculares estandarizadas. Para
ello, se deben utilizar métodos capaces de confirmar la ausencia de amplificacion de los
exones y garantizar la calidad del ADN mediante la amplificacion de genes de copia unica
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 programaticas:
cuando la prevalencia de deleciones de pfhrp2/3 responsables de falsos negativos en PDR-
PfHRP?2 supera el 5%, se recomienda reconsiderar la politica diagnostica nacional. Entre
las alternativas a este problema se sugiere el uso de PDR basadas en otros antigenos
(pLDH o aldolasa) —aunque generalmente cuentan con menor sensibilidad y estabilidad
térmica—, asi como la confirmacion diagnostica mediante microscopia o técnicas
moleculares [170]. A continuacién, se muestra la féormula establecida por la OMS para el

calculo de la prevalencia:

N¢ casos delecién pfhrp2/3 y falsos negativos en PDR

~ NO casos confirmados P. falciparum (otro PDR o microscopia)

Donde “X” es la proporcion 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 repercusion en el rendimiento de las PDR-PfHRP2

La variabilidad antigénica de las proteinas PfHRP2 y PfHRP3 puede influir en el
rendimiento de las PDR-P/HRP2 debido a determinados polimorfismos de secuencia que
afectan al numero y la disposicion de las repeticiones aminoacidicas del exén 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 diagnostica
en variantes con baja frecuencia de determinados motivos repetitivos, especialmente en
parasitemias < 250 parasitos/uL, aunque su validez continta siendo objeto de debate.
Ademas, la eficiencia diagnodstica depende de los epitopos reconocidos por los anticuerpos
monoclonales (MAD) del test, cuya abundancia y conformacion espacial pueden verse

modificadas por esta variabilidad, repercutiendo en la sensibilidad de las PDR [172].
1.9.2. Marcadores moleculares de resistencia a antimalaricos
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 pfkl3. Mas concretamente, los polimorfismos vinculados a
un aclaramiento tardio se concentran en el dominio propeller del extremo carboxilo
terminal del gen. La OMS clasifica las mutaciones de pfki3 en dos categorias: 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 preocupacion 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 pfki3 [173].
Marcadores validados Marcadores candidatos ‘

F4461 P441L
N458Y G449A
C469Y C469F
M4761 A481V
Y493H R515K
R539T P527H

1543T N5371/D

PS53L G538V
R561H V568G
P574L
C580Y

R6221
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 clinicos se
han relacionado con un retraso en el aclaramiento parasitario. En particular, la mutacion
E252Q ha mostrado, en estudios in vitro, una posible asociacion con resistencia parcial,

si bien este efecto parece depender de su coexistencia con otras mutaciones [173].

Aunque la resistencia a las artemisininas se origind y es mas prevalente en el Sudeste
Asiatico, en la Gltima década se han identificado focos de resistencia en Africa [173]. Se
ha descrito la fuerte expansion clonal de la mutacion R561H en Ruanda [175] y Tanzania
[176]; asi como de A675V y C469Y en Uganda [177]; y de la mutacion R6221 en la region
del Cuerno de Africa [178-180].
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Horn of Africa

« K13 mutation R622I detected in several
countries including Djibouti, Eritrea,
Ethiopia, Somalia and the Sudan

» Evidence of slow parasite clearance in Eritrea

» R622I has been detected in parasites with

pfhrp2/3 deletions

Uganda

+ Different K13 mutations are spreading Rwanda and the United Republic
with foci where parasites carry validated of Tanzania
artemisinin resistance markers + K13 mutations, predominantly
R561H, have been found at high
prevalence in studies with evidence
of delayed clearance in Rwanda and

the United Republic of Tanzania.

Southern Africa
» 2023 survey found high prevalence of

K13 mutation (P441L) in Namibia and Zambia Artemisinin partial resistance:

candidate r

Not detected
Figura 23. Distribucion de los marcadores moleculares de resistencia a las artemisininas en Africa segiin la
OMS hasta 2024 [36]. A pesar de aparecer sefialados como “no detectado”, paises como la Republica
Democratica 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 pfki3
continda 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]. Ademas, se ha informado de variantes como A578S —frecuente en Africa, pero
sin asociacion con resistencias— [185], asi como un listado de mutaciones no sindnimas
sin relacion confirmada con resistencias: F434Y, T437N, P443R, A504V, A569T, M579I,
V5891, Q613E y N694K [128,182,186,187]. Asimismo, en paises vecinos a Angola
también se han descrito mutaciones de resistencia en pfk/3. En RDC se han identificado
mutaciones validadas como C469Y [181] y R561H [188], asi 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 estan medidas
principalmente por polimorfismos en los genes pfcrt y pfindri [191]. Entre estos farmacos
existe un fendmeno de presion 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 mutacion Y 184F en pfindri (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 unicamente se han utilizado los marcadores de pfimdrl para estudiar las
resistencias a estos farmacos, por lo que nos centraremos en ellos:

e N86Y: clave en la resistencia a cloroquina y amodiaquina, aunque aumenta la
susceptibilidad a lumefantrina y mefloquina [195].

e E130K: aunque raro, descrito en aislados africanos [183].

e Y184F: frecuente en Africa, modula la susceptibilidad en combinacién con el
estado del codon 86 [121].

e S1034C, N1042D y V1109I: caracteristicos de aislados de Sudamérica y Sudeste
Asidtico (poco frecuentes en Africa), asociados a resistencias a quinina y
mefloquina [189].

e DI1246Y: contribuye a la resistencia a amodiaquina y quinina, aunque mas comun
en Sudamérica, ha sido detectado recientemente en aislados de Angola [184] y
paises vecinos como RDC [188] y Zambia [196].

Ademas de los SNP, la variacion en el numero de copias de pfindrl tiene un papel
relevante en cuanto a la resistencia de algunos farmacos. Su amplificacion (multiples

copias) confiere resistencia a la mefloquina, halofantrina, lumefantrina y quinina [197].

Los principales haplotipos para los genes pfindrl y pfert en Africa se muestran en la
Figura 24.
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Figura 24. Principales haplotipos de los genes pfcrt y pfindrl asociados a resistencias a antimalaricos en
Africa. Los datos se corresponden a casos importados en China procedentes de los distintos paises africanos
entre 2012 y 2015 [182]. En la leyenda, la columna de la izquierda hace referencia a los haplotipos de pfindri
(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 linea, se ha
observado una recuperacion progresiva de la sensibilidad a las 4-aminoquinolonas,
reflejada en el aumento de la frecuencia de alelo salvaje N86 de pfindrl y en la
disminucién de la mutacion K76T de pfert [183,198].

1.9.2.3. Marcadores asociados a resistencias a antifolatos

Laresistencia a la SP en P. falciparum se debe a la acumulacion progresiva de mutaciones
puntuales en los genes pfdhfr y pfdhps. En pfdhfr, las mutaciones N511, C59R, S108N y
[164L —esta ultima se relaciona con niveles elevados de resistencia— confieren
resistencia a la pirimetamina. En pfdhps, las mutaciones vinculadas a la resistencia a
sulfadoxina son: 1431V (emergente en Africa central), S436A/F, A437G, K540E, A581G
y A613S/T [199].
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El grado de resistencia se evalua mediante haplotipos combinados de ambos genes. Los
triples mutantes pfdhfr (NS11, C59R y S108N) y el doble pfdhps (A437G y K540E)
constituyen las combinaciones bésicas. Los grados de resistencia en base a estas
combinaciones son [200]:

e Parcialmente resistente (cuadruple mutante): triple pfdhfr + A437G pfdhps
(IRNG).

o Totalmente resistente (Quintuple mutante): triple pfdhfr + doble pfdhps (IRNGE).

e Superresistente (séxtuple mutante): quintuple mutante + AS581G 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 mas comun, con una
prevalencia cercana a la fijacion de las mutaciones N511 y S108N (pfdhfr) y A437G
(pfdhps) [201]. La mutacion [164L (pfdhfr) fue detectada por primera vez en la ciudad de
Lubango (provincia de Huila) [126].

A continuacion, se muestra la evolucion espacio temporal de los principales marcadores

moleculares asociados a la resistencia a la sulfadoxina en Africa.
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Figura 25. Evolucién espacio-temporal de la expansion de marcadores de resistencia a SP en Africa bajo
umbrales criticos de prevalencia [202]. Las figuras A, E e I muestran la evolucion temporal de la expansion
de las mutaciones A437G, K540E y A581G en pfdhps, respectivamente, desde 1990 hasta 2020 en el
continente africano. El resto de figuras muestran la expansion geografica de estos mismos marcadores en los
aflos 2000, 2010 y 2020 por los distintos paises africanos.

Hasta 2022, la OMS recomendaba no utilizar SP en estrategias de quimioprevencion
cuando la prevalencia de la mutacion K540E superaba el 50% en la QPM y el 95% en el
TPIe [203,204]. No obstante, estudios mas 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 mutacion A581G alcanza o supera el
10% podrian no ser adecuadas para la implementacion del TPIe [115]. Con esta situacion,
existe una gran preocupacion por la expansion de haplotipos superresistentes y de
variantes emergentes como 1431V en pfdhps (haplotipo VAGKGS). Esta variante ya se
ha detectado en varios paises de Africa occidental, entre ellos Nigeria, Mali y Costa de
Marfil [205], donde representa una amenaza creciente al poder comprometer la eficacia

de las estrategias profilacticas [199].

A modo de resumen, en la Tabla 4 se muestran, los principales marcadores moleculares

de resistencia a antimalaricos 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* FArmaco/s Posicion Posicion Triplete Aminoacido Aminoacido
codon nucledtidos en 3D7 salvaje mutado
86 256-8 AAT N Y
130 388-90 GAA E K
4-aminoquinolonas 184 550-2 TAT Y F
pfmdrl y arilaminoalcoholes 1034 31002 AGT S ¢
1042 3124-6 AAT N D
1109 3325-7 GTA A% I
1246 3736-8 GAT D Y
51 151-3 AAT N I
ofdhfr Pirimetamit.la y 59 175-7 CGT** C R
proguanil 108 322-4 AAC** S N/T
164 490-2 ATA I L
431 1291-3 ATA I A%
436 1306-8 TCT S A
_ ok
i
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 mutacion.
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2. Justificacion

Angola esta entre los 10 paises con mayor incidencia de malaria, lo que refleja sus
dificultades en el acceso al diagnostico, tratamiento y mantenimiento de la vigilancia
epidemiologica. Estas limitaciones se acentiian 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 caracteristicas genéticas de su principal
agente causal, P. falciparum. La falta de informacién compromete el disefio y la
implementacion de intervenciones adaptadas al contexto local, perpetuando la
transmision, y el impacto sanitario y socioecondmico asociado a esta enfermedad.

El diagnostico de la malaria en Cubal se basa en la microscopia y el uso de las PDR-
PfHRP2. Si bien estas herramientas han permitido ampliar el acceso al diagndstico,
presentan serias limitaciones. Ambas muestran una sensibilidad reducida en infecciones
con baja parasitemia, y dificultades para la correcta identificacion de especies y deteccion
de infecciones mixtas. En cambio, la PCR es capaz de detectar infecciones
submicroscopicas, e¢ identificar con exactitud las especies y las coinfecciones. Sin
embargo, su implementacion en areas con recursos limitados es compleja debido a sus
requerimientos técnicos y economicos. En este contexto, las DBS permiten la recoleccion,
almacenamiento y transporte de muestras para su posterior analisis molecular en centros
de referencia. Por su parte, las PDR-P/HRP2, ampliamente utilizadas por su simplicidad
y bajo coste, se enfrentan a una amenaza creciente derivada de la expansion de cepas con
los genes pfhrp2/pfhrp3 delecionados, lo que puede generar falsos negativos y
comprometer el manejo de casos clinicos. Se ha alertado de estas variantes en paises
vecinos y de casos sospechosos en Angola. En consecuencia, la fiabilidad de esta
herramienta diagnostica en regiones como Cubal podria estar comprometida, sin que

existan datos locales que permitan constatarlo.

Histéricamente, el control y el manejo de casos de malaria han estado marcados por la
pérdida progresiva de eficacia a los antimalaricos debido a la capacidad adaptativa del
parasito. Actualmente, la deteccion de marcadores moleculares asociados a resistencias a
las artemisininas y a sus farmacos acompafantes en las TCA, en Angola y paises
colindantes, plantea un elevado riesgo para la eficacia de los tratamientos de primera linea.
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.
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Ante esta problematica, el uso de técnicas moleculares permite aumentar el rendimiento
diagnostico, y caracterizar la diversidad genética del parasito al identificar marcadores de

resistencia y monitorizar la presencia de deleciones génicas.
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3.  Hipotesis y objetivos
3.1. Hipotesis

Las técnicas moleculares para el diagnostico y la caracterizacion genética de P.
falciparum constituyen herramientas utiles para generar informacion epidemioldgica
relevante sobre la carga de malaria, la distribucion de las especies de Plasmodium
circulantes, la frecuencia e implicaciones de las infecciones mixtas, y la presencia de
marcadores moleculares asociados a la evasion diagnostica de las PDR y a la resistencia
a los antimalaricos en entornos rurales endémicos como Cubal. La integracion de esta
informacion en los sistemas de vigilancia proporcionara evidencia complementaria para
orientar las estrategias y politicas de control de la enfermedad, apoyando la adopcion de
intervenciones dirigidas a reducir la transmision, 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 diagnostico y el
fortalecimiento de los sistemas de vigilancia epidemiologica de la malaria en el municipio
rural de Cubal.

3.2.2. Objetivos especificos

A) Diagnostico molecular de la malaria y estrategias de deteccion en contextos

endémicos y rurales como Cubal.

1. Calcular la frecuencia de casos de malaria, y caracterizar la distribucion de las
especies de Plasmodium circulantes e infecciones mixtas en pacientes febriles del
municipio de Cubal mediante el analisis integrado de las diferentes herramientas

diagnosticas utilizadas.

2. Evaluar la utilidad de la PCR en tiempo real para el diagnostico de la malaria en
pacientes con sintomatologia febril en Cubal, comparando su rendimiento con los

métodos diagndsticos convencionales (microscopia y PDR).

3. Analizar la viabilidad del uso de DBS como método de recogida, conservacion y

transporte de muestras sanguineas desde un entorno con recursos limitados como
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Cubal hacia un centro de referencia, para su posterior diagnostico molecular
mediante PCR en tiempo real.

B) Caracterizacion 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 poblacion de estudio, asi como caracterizar la variabilidad
antigénica de las proteinas P/AHRP2 y P/HRP3 mediante el analisis de repeticiones
de aminodcidos y epitopos de union a MAb, evaluando su potencial impacto en
la sensibilidad de las PDR-PfHRP2.

2. Caracterizar el perfil molecular de resistencia a antimalaricos mediante la
determinacion de la frecuencia de mutaciones en genes clave (pfki3, pfmdrli,
pfdhfr y pfdhps), y analizar su implicacion en la susceptibilidad a las TCA y SP
en el municipio de Cubal.
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4.  Metodologia

A continuacion, se muestra un esquema del disefio metodoldgico que resume las

diferentes fases y procedimientos llevados a cabo en los estudios incluidos en esta tesis

doctoral.
Muestreo B Muestreo A Muestreo C
MUESTREOS Octubre 2022-Octubre 2023 Mayo-Julio 2022 Mayo 2023
n=22 muestras: 12 sospecha malaria Begonia Febrer Sendra Xana Garcia Fernandez
+ 10 controles, HUVH Barcelona n=200 pacientes febriles, HNSP Cubal n=150 pacientes febriles, HNSP Cubal

)
MUESTRAS BIOLOGICAS k—{ sangre venosa L —

A+C A+ C
DIAGNOSTICO EN TERRENO TDR Microscopia
(HNSP Cubal) ASE PfHRP2 + pLDH C gota gruesa
Eluidos ADN
TRANSPORTE DE MUESTRAS Extraccion HNSP, muestreo A DBS
(HNSP Cubal — HUVH Barcelona) Extraccién HUVH, muestreo B AsB
A+C

ANALISIS MOLECULAR
(HUVH Barcelona / CNMT Madrid)

PCR tiempo real

Plasmodium spp. + especies P. falciparum confirmado por PCR tiempo real

Nested PCR + Secuenciacién }

2. Validacién DBS
n=200 muestreo A +
n=22 muestreo B

ESTUDIOS DE
INVESTIGACION

tiempo real
n=200, muestreo A

variabilidad PfHRP2/3 n=139 P. falciparum, muestreos A+C;

{ )
3. Deleciones pfhrp2/3 + 4. Marcadores resistencias
n=96 P. falciparum, muestreo A genes: pfk13, pfmdr1, pfdhfry pfdhps

1. Evaluacién PCR J

Figura 26. Diagrama de flujo de la metodologia 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 (Espaia), incluyendo pacientes con sospecha de malaria (fiebre y antecedente epidemiologico) y
controles que simulan sangre infectada. Se obtuvieron muestras de sangre capilar y venosa para el diagnostico
en terreno (HNSP; microscopia y PDR), y para su posterior analisis molecular en el HUVH y el Centro
Nacional de Medicina Tropical (CNMT) de Madrid (Espafia) tras ser transportadas como muestras de sangre
seca (DBS) y ADN eluido. El analisis molecular se llevo a cabo mediante PCR en tiempo real para la deteccion
de Plasmodium spp. e identificacién de especies. Las muestras confirmadas para P. falciparum fueron
secuenciadas para los genes de interés tras su amplificacion por nested PCR. Esta metodologia permitio
desarrollar cuatro lineas de investigacion: 1) la evaluacion de la PCR en tiempo real para el diagnéstico de
malaria [206], 2) la validacion del uso de DBS para su posterior analisis molecular [207], 3) el analisis de
deleciones de los genes pfhrp2/3 y variabilidad de las proteinas ricas en histidina 2 y 3 de P. falciparum
(PfHRP2/3), y 4) la caracterizacion de marcadores moleculares de resistencia a antimaléricos (genes: pfkl3,
pfimdr1, pfdhfiy pfdhps).
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5. Resultados

Los resultados de la presente tesis doctoral se estructuran en dos bloques que abordan sus
principales tematicas: el diagnostico molecular de la malaria y la caracterizacion genética
de P. falciparum, ambos orientados a mejorar el control de la enfermedad en Cubal
(Angola). Cada uno de estos bloques incluye dos articulos cientificos, ya publicados en

revistas internacionales de acceso abierto especializadas en parasitologia y malaria.

Bloque 1: Diagndstico molecular de la malaria y estrategias de deteccion en

contextos endémicos y rurales como Cubal

Este bloque se centra en la evaluacion y optimizacion de herramientas moleculares para
el diagnodstico de la malaria en un entorno rural y endémico como Cubal. Incluye dos
estudios complementarios entre si: el primero analiza la utilidad de la PCR en tiempo real
en comparacion con las técnicas diagnosticas convencionales, y el segundo evalia el uso
de DBS como estrategia para la recogida, conservacion y transporte de muestras en

entornos con recursos limitados.

Articulo 1. PCR en tiempo real para el diagnostico de la malaria e identificacion

de especies de Plasmodium en pacientes febriles en Cubal, Angola

Titulo 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, Martinez-Vallejo
P, Maturana CR, Goterris L, Nindia A, Martinez-Camprecids J, Aixut S, Aznar-Ruiz-de-
Alegria ML, Fernandez-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 parasitologia y enfermedades

infecciosas).
Fecha de publicacion: 11 de septiembre de 2024.
DOI: 10.1186/s13071-024-06467-3

Resumen
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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 diagnostico se basa en la identificacion del parasito
mediante examen microscopico, deteccion de antigenos y/o pruebas moleculares, como
la PCR. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la utilidad de la PCR en tiempo real

como método diagndstico de la malaria en un area endémica (Cubal, Angola).
Métodos

Se llevd a cabo un estudio transversal en el HNSP de Cubal, Angola, incluyendo a 200
pacientes que consultaron por sindrome febril entre mayo y julio de 2022. De cada
paciente se obtuvo una muestra de sangre capilar mediante puncion digital para el
diagndstico de malaria en campo (microscopia y PDR) y una muestra de sangre venosa
para PCR en tiempo real realizada en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH)
en Barcelona, Espaifia. 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 afios.
La malaria se diagnostic6 mediante al menos una de las tres técnicas (microscopia, 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
microscopia (33,5%). De las 61 muestras discordantes, 4 fueron positivas unicamente por
microscopia, 13 por PCR en tiempo real y 26 por PDR. P. falciparum fue la especie mas
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%) infeccion
triple por estas tres especies. Ademas, se observo que la infeccion mixta por P. falciparum

y P. malariae incremento significativamente la densidad parasitaria de esta ltima.
Conclusiones

La PDR fue la técnica con mayor tasa de positividad, seguida de la PCR en tiempo real y
la microscopia. Los resultados de la PCR en tiempo real pueden haber sido infraestimados
debido a condiciones suboptimas 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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Abstract

Background Malaria is the parasitic disease with the highest morbimortality worldwide. The World Health Organi-
zation (WHQ) estimates that there were approximately 249 million cases in 2022, of which 3.4% were in Angola.
Diagnosis is based on parasite identification by microscopy examination, antigen detection, and/or molecular tests,
such as polymerase chain reaction (PCR). This study aimed to evaluate the usefulness of real-time PCR as a diagnostic
method for malaria in an endemic area (Cubal, Angola).

Methods A cross-sectional study was carried out at the Hospital Nossa Senhora da Paz in Cubal, Angola, includ-

ing 200 patients who consulted for febrile syndrome between May and July 2022. From each patient, a capillary
blood sample was obtained by finger prick for malaria field diagnosis [microscopy and rapid diagnostic test (RDT)]
and venous blood sample for real-time PCR performed at the Hospital Universitario Vall d’Hebron in Barcelona, Spain.
Any participant with a positive result from at least one of these three methods was diagnosed with malaria.

Results Of the 200 participants included, 54% were female and the median age was 7 years. Malaria was diagnased
by at least one of the three techniques (microscopy, RDT, and/or real-time PCR) in 58% of the participants, with RDT
having the highest percentage of paositivity (49%), followed by real-time PCR (39.5%) and microscopy (33.5%). Of

the 61 discordant samples, 4 were only positive by microscopy, 13 by real-time PCR, and 26 by RDT. Plasmodium
falciparum was the most frequent species detected (90.63%), followed by P malariae (17.19%) and P ovale (9.38%).
Coinfections were detected in ten participants (15.63%): six (60%) were caused by P falciparum and P malarige, three
(30%) by P falciparum and P ovale, and one (10%) triple infection with these three species. In addition, it was observed
that £ falciparum and P. malariae coinfection significantly increased the parasite density of the latter.

Conclusions ROT was the technique with the highest positivity rate, followed by real-time PCR and microscopy. The
results of the real-time PCR may have been underestimated due to suboptimal storage conditions during the trans-
partation of the DNA eluates. However, real-time PCR technigues have an important role in the surveillance
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of circulating Plasmodium species, given the epidemiological importance of the increase in non-falciparum species
in the country, and can provide an estimate of the intensity of infection.

Keywords Malaria, Angola, Plasmodium, Diagnosis, Real-time PCR, Species identification

Background

Malaria is the parasitic disease with the highest mor-
bidity and mortality worldwide. According to the World
Health Organization (WHO), approximately 249 mil-
lion cases of malaria and 608,000 deaths were recorded
worldwide in 2022 [1]. This anopheline mosquito-borne
disease is caused by protozoa of the genus Plasmodium.
The five species that infect humans are Plasmodium
falciparum, P. vivax, P malariae, P. ovale (subspecies:
P ovale wallikeri and P. ovale curtisi), and P knowlesi
[2].

Angola, located in southwest Africa, is one of the
malaria high-burden countries, recording 3.4% of malaria
cases and 3.2% of global malaria deaths in 2022 [1]. Plas-
modium falciparum is the most prevalent species, how-
ever, molecular studies carried out in the last two decades
have demonstrated the presence of P malariae, P. ovale,
and P vivax in smaller proportions [3]. The malaria
prevalence in this country varies according to latitude:
the north is hyperendemic, the center is stable mesoen-
demic, and the south is unstable mesoendemic [4]. Cubal
is a rural locality in the province of Benguela, located in
central-western Angola, which has a tropical climate with
a rainy season (November—May) associated with a period
of high transmission and a dry season (July—October) of
low transmission [5]. Malaria transmission in Cubal has
been defined as stable mesoendemic in previous studies
[6].

Accurate and early diagnosis of malaria is of great
importance for effective treatment and correct man-
agement of the disease. The main diagnostic methods
for malaria are based on the identification of parasitic
forms by microscopic examination of blood smears,
detection of antigens by rapid diagnostic tests (RDTs),
or nucleic acids by molecular methods, such as poly-
merase chain reaction (PCR) and loop-mediated iso-
thermal amplification (LAMP) [7]. Clinical diagnosis is
widely used in endemic areas [8], however, symptoms
are often not specific {fever, chills, muscle pains, head-
aches, and so on), and vary according to the stage of the
disease or the different Plasmodium species causing the
infection [9]. Therefore, the Global Technical Strategy
for Malaria 2016-2030, adopted by the WHO Global
Malaria Program in 2015, recommends that clinical
suspicions of malaria should be confirmed by parasi-
tological laboratory testing (microscopy and/or RDT)
before treatment [10].

Microscopic examination remains the gold stand-
ard technique for malaria diagnosis as it allows for the
quantification and identification of Plasmodium species
in blood samples. However, microscopy has a highly
expert-dependent detection limit of approximately
50-100 parasites/pL, which implies a low sensitivity in
patients with a low parasite load and in those with coin-
fections of two or more Plasmodium species cases [8,
11, 12]. Further, RDTs are a simple, rapid, easy-to-per-
form, and cost-effective method for malaria diagnosis.
The most frequent RDT targeting histidine-rich pro-
tein 2 of P, falciparum (PfHRP2) has a high sensitivity
when the parasite density is > 100 parasites/pL (94.3%),
however, when parasitaemia is less than<100 para-
sites/pL its sensitivity decreases considerably (74.1%)
[13]. Moreover, RDTs do not allow quantification of the
parasitaemia or accurate identification of the Plasmo-
dium species, and mutations in the gene encoding the
PHRP2 can lead to false-negative results [14, 15].

Currently, molecular methods, mainly based on
PCR protocols, serve as relevant tools for the diagno-
sis of malaria due to their high sensitivity and specific-
ity, as they are able to detect the presence of parasite
DNA in asymptomatic patients or those with very low
parasite loads (detection limit<1 parasite/uL) [16, 17].
Moreover, PCR allows for the specific identification of
Plasmodium species [18]. Quantitative real-time PCR
enables the quantification of the parasite load [19],
making it possible to monitor the response to treat-
ment over time and establish the possible effect of coin-
fections on parasite density [20, 21]. However, PCR has
not been efficiently implemented in resource-limited
settings, mainly due to the high cost of the equipment
and the need for laboratories and specialized techni-
cians [22]. On the contrary, LAMP is a rapid and sim-
ple molecular method for the diagnosis of malaria in all
types of endemic and nonendemic areas. In addition,
the reagents and instrumentation used are cheaper
than those required for PCR techniques [23].

The objective of this study was to evaluate the useful-
ness of real-time PCR for diagnosing malaria in patients
with febrile symptoms in Cubal, Angola, comparing it
with other diagnostic methods (microscopy and RDT).



Mediavilla et al. Parasites & Vectors (2024) 17:384

Methods

Study population and data collection

A cross-sectional study was conducted at the Hospital
Nossa Senhora da Paz (HNSP, Cubal, Angola) in febrile
patients between May and July 2022. Recruitment of
participants and sample collection was performed as
described by Febrer-Sendra et al. [23], with febrile syn-
drome as the sole inclusion criterion.

Demographic data (age and gender) were collected
for each participant. In terms of age, four population
groups were established: preschool-aged children (PSAC)
(0-4.9 years), school-aged children (SAC) (5-14.9 years),
adults (15-49.9 years), and the elderly (> 50 years).

Sample size calculation

The sample size was calculated from data published in a
previous study at the HNSP of Cubal by Salvador et al.
[6]. A sample size of 186 patients with suspected malaria
was initially estimated with 95% confidence and a 5%
accepted error, with the final sample size rounded to 200
participants [24].

Sample collection and malaria diagnosis
A capillary blood sample and a 3 mL venous blood sam-
ple (collected in a tube with EDTA anticoagulant) were
collected from each participant following the clinical pro-
tocol established by the HNSP. Capillary blood obtained
by finger stick was used for microscopic examination and
RDT, whereas venous blood obtained by venipuncture
was used for molecular analysis (Fig. 1).

Microscopy was used as the standard for diagnos-
ing malaria. Until proven otherwise, it is this test that
is considered the WHO standard for malaria diagnosis.
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Regarding field diagnosis, the malaria case was defined
by a positive result by microscopy and/or RDT.

Microscopy examination

A thick drop smear was prepared from each capillary
blood sample and stained with 10% Giemsa for 15 min
[23]. The reading, diagnosis, and quantification of para-
site load were performed as described by Febrer-Sendra
et al. and by Alger et al. [23, 25]. Three groups of infec-
tion intensity were established according to the parasite
load of each drop following the thresholds marked by
Fox et al. [26], as follows: low intensity (<800 parasites/
uL), medium intensity (800-4000 parasites/uL), and high
intensity (>4000 parasites/uL). The detection limit of
microscopic examination in this study was 80 parasites/
uL.

Rapid diagnostic test

The STANDARD™ Q Malaria Pf/Pan Ag test (SD Biosen-
sor, Republic of Korea) was used for the rapid diagnosis
of malaria (lot numbers: 5102A71AC/1, 5102BJ1AC1,
and 5102C82AC1). This antigen test targets PHRP2 of
P falciparum and panmalaric lactate dehydrogenase
(pLDH) of P, falciparum, P. vivax, P. ovale, and P. malar-
iae. The detection limit is 163 parasites/pL. The test was
carried out according to the manufacturer’s instructions.

Molecular analysis

DNA extraction was performed on the same day of sam-
ple collection at the HNSP, using 200 uL of venous blood,
and eluting DNA in 100 pL of elution buffer, as described
by Febrer-Sendra et al. [23]. The eluates were stored in
the HNSP laboratory at —20 °C until transport to Spain.
Eluted DNA samples were shipped to the Microbiology

| Capillary blood

v
Microscopy A\ 4
by thick RDT
drop

: Sample collection in HNSP (Cubal) }j
y y

Venous blood

y
DNA extraction

y
I Transportation to HUVH (Barcelona) I

A

Real-time PCR |

Fig. 1 Flow chart established for sample collection and diagnostic methods used. Sample collection was carried out at the Hospital Nossa Senhora
da Paz (HNSP) in Cubal. For real-time PCR, a previous DNA extraction step was required, the eluates of which were transported to the Hospital

Universitario Vall d'Hebron (HUVH) in Barcelona
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Department of the Hospital Universitario Vall d'Hebron
(HUVH, Barcelona, Spain) for analysis by real-time PCR.
It should be noted that it was not possible to keep the
samples cold during transport.

A first real-time PCR was performed to detect Plasmio-
dium spp.-specific DNA using the RealStar® Malaria PCR
Kit 1.0 (Altona Diagnostics, Hamburg, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s instructions [limit of detec-
tion: 1.27; confidence interval (CI) 0.57-5.42 copies/
uL of eluate]. Positive samples from the first PCR were
tested in a second real-time PCR that detects Plasmo-
dium species-specific DNA using the RealStar® Malaria
Screen & Type PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics), follow-
ing the manufacturer’s instructions. This assay consists of
two independent multiplex reactions, one targeting DNA
specific to P, falciparum and P. vivax (limits of detection:
0.80 and 0.73; CI 0.44-2.45 and 0.46-1.62 copies/pL of
eluate, respectively) and the other targeting DNA specific
to R malariae, P. ovale, and P. knowlesi (limits of detec-
tion: 0.36, 1.46, and 2.35; CI 0.24-0.74, 0.89-3.28, and
1.37-5.55 copies/pL of eluate, respectively). All real-time
PCR reactions were performed using the CFX96 Touch
real-time PCR detection system (Bio-Rad, Hercules, CA).

Negative (nuclease-free water) and positive (Plasmo-
dium spp.-specific or species-specific DNA, obtained
from DNA extraction from blood of patients with
malaria attending HUVH, whose infection was con-
firmed by microscopy and real-time PCR) controls were
included in each run. Samples were considered positive
for Plasmodium DNA when the threshold cycle (Ct) for
the Plasmodium target was <40 and the internal control
amplified effectively.

Although real-time PCR used in this study is not an
absolute but a relative quantitative method, Ct values
were used as an indirect estimate of parasite density [27].

Statistical analysis

Qualitative variables were expressed as percentages
and absolute frequencies. Quantitative variables were
described using the mean or median and standard devi-
ation (SD) or interquartile range (IQR) according to
normality.

Spearman’s correlation test assessed the relationship
between quantification via microscopy and real-time
PCR. The point-biserial correlation test was utilized
to establish the relationship between the patient’s age
and diagnosis by real-time PCR. Potential associations
between diagnosis using the different techniques, as
well as participant’s gender in relation to real-time PCR
diagnosis, were evaluated using the chi-squared test of
independence or Fisher’s exact test. The Kruskal-Wal-
lis test followed by the Mann—Whitney—Wilcoxon test,
and single-factor analysis of variance (ANOVA) followed
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by Tukey’s test for multiple comparisons were applied
to detect any significant differences between the groups
established on the basis of infection intensity for quantifi-
cation by microscopy and real-time PCR, respectively. To
test whether there was an effect on parasite density due
to coinfections, single-factor ANOVA and Tukey’s test
for multiple comparisons were applied. In all cases, the
significance level was set at P-value <0.05.

Diagnostic performance parameters for each test (sen-
sitivity, specificity, positive and negative predictive val-
ues) were calculated. Cohen’s Kappa coefficient was used
to analyze the level of agreement between tests, and was
interpreted as follows: slight agreement (0.00-0.20), fair
agreement (0.21-0.40), moderate agreement (0.41-0.60),
substantial agreement (0.61-0.80), and almost perfect
agreement (0.81-1.00). Youden’s index was calculated to
report the effectiveness of each technique: ineffective test
(negative value) and effective test (positive value).

The excess risk of coinfections was calculated as
described by Holzschuh et al. [21]. All species were
assumed to be independently distributed; thus, if X; is the
frequency of one species and X; of another, the expected
frequency of a coinfection will be X;X, and the excess risk
will be )g{!—;’g, with Xij being the observed frequency of the
coinfection [21].

Statistical analyses were performed using the R-UCA
package for Windows (version R-UCA-3.3.1.exe).

Results

Characteristics of the study population

A total of 200 participants were included, of whom
54% (108/200) were female. In 199 cases, age could be
recorded, with a median of 7 years (IQR1.4-26.5), of
which 43.7% (87/199) were PSAC, 19.6% (39/199) SAC,
29.7% (59/199) adults, and 7.0% (14/199) elderly.

Malaria diagnosis and intensity of infection

Of all the febrile subjects, 58% (116/200) were diagnosed
with malaria by at least one of the three techniques.
Field diagnosis methods (microscopy and RDT) con-
firmed malaria in 51.5% (103/200) of cases. Regarding
the technique used, 49% (98/200) of samples were posi-
tive by RDT, 39.5% (79/200) by real-time PCR, and 33.5%
(67/200) by microscopy. Of the 98 RDT-positive cases,
PHRP2 was detected in all of them, in 33.67% (33/98) of
cases both PfHRP2 and pLDH were detected, and no case
was only positive for pLDH.

From the 67 microscopy-positive samples, the mean
parasite density was 3120 parasites/pL (IQR 687-16,287):
47.8% (32/67) were classified as high, 22.4% (15/67) as
moderate, and 29.9% (20/67) as low intensity.

The intensity of infection was estimated by real-time
PCR, and the mean Ct value was 30.3 (SD 5.6). In cases
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positive by both microscopy and real-time PCR tech-
niques, a correlation was observed between parasite
density and Ct values (»=—0.5; P-value < 0.001).

When comparing microscopy and real-time PCR
results, the high-intensity group continued to be
the most represented (53.57%; 30/56). The median
number of parasites in each group increased sig-
nificantly (P-value <0.05). As expected, lower Ct val-
ues were obtained in the high-intensity infection
group. The median Ct of the high- and low-intensity
groups presented statistically significant differences
(P-value <0.05) (Table 1).

Table 1 Intensity of Plasmodium spp. infection determined by
microscopy and relationship with real-time PCR (n=256)

Infection intensity  Infections Microscopy Real-time PCR
A (%) Parasite density (parasite/ i

uLy

Low 12{(214)  314.0(185.0-476.0) a° 329 (49)a°

Medium 14 (250) 192001(1255.3-2523.8) 29.5 {4.5) ab®
b

High 30(536) 181215(97793~ 264 (5.28) b
81,959.5) ¢

?The results are expressed as the median and its interquartile range
bThe results are expressed as the mean and its standard deviation

 Letters indicate statistically significant differences between groups of different
infection intensities for each of the diagnostic techniques (P-value < 0.05)
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RDT, real-time PCR, and microscopy results by age
and gender
The median age of participants diagnosed with malaria
by at least one of the techniques employed was 4 years
(IQR1.3-15.5). The technique with the lowest median
age for positive cases was RDT (median=3; IQR1.2—
10.0). The results of the three techniques employed were
significantly related to age (P-value <0.05) (Table 2). The
group with the highest proportion of positive results by
real-time PCR was SAC (48.7%, 19/39), however, no sta-
tistically significant association was found between the
different age groups established (P-value > 0.05) (Table 2).
Women presented a higher proportion of positive cases
detected by all techniques, however, no significant asso-
ciation was found with the gender of the participants
(P-value > 0.05) (Table 2).

Performance of diagnostic methods

When microscopy is considered the reference technique,
the sensitivity of real-time PCR was 83.6% with a speci-
ficity of 82.7%. Both techniques showed a substantial
level of agreement (k=0.64) (Table 3). When using the
field diagnosis as the reference (microscopy and/or RDT),
real-time PCR had a sensitivity of 64.1% with a specificity
of 86.6%, showing moderate agreement (x=0.5) between
both methods (Table 4}. In contrast, using a positive
result of at least one of malaria diagnosis techniques
(RDT, real-time PCR, and/or microscopy) as the refer-
ence, the sensitivity of RDT was 84.5%, that of real-time
PCR 68.1%, and that of microscopy 57.8% (Table 5).

Table 2 Demographic data of the participant’s positive for the different diagnostic methods used

Demographic data RDT Real-time PCR Microscopy ROT +real-time
PCR +microscopy”
N (%) P-value {(1)° W (%) P-value (n¢ N (%) P-value {1)° N {96) F-value (n*°
Age Age (Y&‘arx‘,'“ 3(1.2-100) <0001%(-037) 5(1.7-17) <005" (-0.15) 5(1.5-148) <005 (-0.16) 4(1.3-155) <0001 (-0.27)
0-49 years (87/199; 54 (62.1) <Q.001% 37(425)  >»005 32(368) >005 581(66.7) <0071
43.7%)
5-14.9years (39/199; 25 (64.1) 19 48.7) 17 (43.6) 27 (69.2)
19.6%})
15-49.5 years (59/199; 15(25.4) 18 (30.5) 14(237) 25(424)
29.7%)
=50 years (14/199; 3(214) 5135.7) I214) 5(35.7)
7.0%)
Gender Female (108/200; 55(50.9) >005 47 (435) =005 41 (38.0) >0.05 66 (61.1) >005
549)
Male (92/200; 16%; 43 (46.7) 32(34.8) 26(283) 501(54.3)

 Patients with a positive resultin at least one of the three technigues (RDT, real-time PCR, and/or microscopy)

B The results are expressed as the median and its interquartile range

“The r-value is the Pearson correlation coefficient of age with respect to malaria diagnosis by the different techniques.

*Statistically significant
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Table 3 Performance of real-time PCR using microscopy as the reference (n=200)

N
+ -

Real-time PCR  + 56 23
- N

836(/2.1-91.1) 82.7(/5.0-885)

Microscopy  Sensibility (95% CIy* - Specificity (95% CI* - PPV [95% CI)?

NPV (05% CI)Y Kappa (95% CI)*  Youden's index

709(594-803) 90.9(840-952) 064(052-0./5) 066

*Cl, confidence interval; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value

Table 4 Performance of real-time PCR using field diagnosis (microscopy and RDT) as the reference (n=200)

Microscopy = RDT®  Sensibility (95%
b

N ) e
+ _
Real-time PCR + 66 13 64.1(540-73.1) 86.6 (778-924)
- 37 84

Specificity (95%

PPVP (959 CI)®  NPVP (959 CI)® ke (95% CI)° Youden's index

83.5(73.1-906) 694 (60.3-77.3) 050(0.38-082) 0.50

 Patients with a positive resultin at least one of the two techniques used in the field (microscopy and/or RDT)

b Cl, confidence interval; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value

Table 5 Performance and comparative results of malaria diagnostic techniques using all malaria diagnosis techniques as the reference

(n=200]
RDT + real-time Sensibility (55% oy
PCR + microscopy® M
+ -
RDT 1 98 0 84.5[76.8-90)
8 84
Real-time PCR [ 79 0 681 (59.2-75.9)
37 84
Microscopy + 67 0 578(48./-664)
- 48 84

Specificity (95% Cl)°

PPVWP (5% CI)®  NPYP{a5% CI®  Youden's Index

100 (95.6-100) 100 (96.2-100)  84.2(73.8-885) 085
100 (95.6-100) 100(954-100)  694(60.7-769) 068
100 (95.6-100) 100(946-100)  63.2(54.7-/09) 058

 Patients with a positive resultin at least one of the three technigues (RDT, real-time PCR, and/or microscopy)

b C), confidence interval; PPV, positive predictive value; NPY, negative predictive value

The similarities and discrepancies between the diag-
nostic techniques are shown in Fig. 2. A total of 55 sam-
ples were positive and 84 negative by the three diagnostic
techniques (real-time PCR, RDT, and microscopy). The
highest similarity of positive cases was observed between
real-time PCR and RDT (10 samples), while the nega-
tive cases for infection showed higher similarities in the
diagnosis by real-time PCR and microscopy (26 samples).
Despite the discordances, malaria diagnosis by each of
the techniques was shown to be significantly dependent
(P-value < 0.001).

Molecular identification of Plasmodium species

Species identification was not successful in 19% (15/79)
of the confirmed cases due to low sample parasitaemia
(first real-time PCR Ct values>34.5). The species could

be identified in 64 samples, with 2 falciparun being the
most prevalent (90.6%; 58/64), followed by B malariae
(17.2%; 11/64) and P, ovale (9.4%; 6/64). Single infection
was determined in 84.4% (54/64) of cases, while coinfec-
tions with two or more Plasmodium species were found
in 15.6% (10/64) (Fig. 3a).

Of all monoinfections, those caused by P falciparum
were by far the most prevalent (88.9%; 48/54), followed
by P. malariae (7.4%; 4/54) and P ovale (3.7%; 2/54). In
these cases, 83.3% (45/54) were RDT-positive (42 P, fal-
ciparum, 2 P malariae, and 1 B ovale). PfHRP2 was
detected in all positive RDTs; in contrast, the pLDH band
was only visualized in 57.14% (24/42) of P falciparum
infections and one case of P ovale but not in P. malariae.
Of patients with P jfalciparum monoinfections, 45.8%
(22/48) were PSAC, 25% (12/48) SAC, 22.9% (11/48), and
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Positives

Real-time PCR
n=79

Microscopy
n=67
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B Negatives

Real-time PCR
n=121

Microscopy
n=133

Fig. 2 Venn diagrams for comparison between diagnostic techniques (real-time PCR, microscopy, and RDT). A Distribution of positive samples
for Plasmodium spp. infection for each technique. B Distribution of negative samples for Plasmodium spp. infection for each technique

Plasmodium species.

A (n=64)

%

W P. falciparum

P. malariae

i P. ovale

M Coinfections

Coinfections

B (n=10)

os M P. falciparum
% + P. malariae

P. falciparum
+P. ovale

W P. falciparum
+ P. malariae
+ P. ovale

Fig. 3 Molecular identification of Plasmodium species in patients diagnosed with malaria by real-time PCR. A The results of real-time PCR specific
to each Plasmodium species are shown graphically. Coinfections refer to infection by maore than one Plasmodium species. Results are expressed
as the percentage of infections in which the species could be determined (n=64). B Coinfections of different Plasmodium species are plotted.

Results are expressed as a percentage of coinfections (n=10)

6.3% (3/48) elderly; of those monoinfected with 2. malar-
iae, 50% (2/4) were PSAC, 25% (1/4) SAC, and 25% (1/4)
elderly, while those monoinfected with P ovale were all
SAC.

Regarding the ten coinfections, P falciparum was pre-
sent in all cases, with P falciparum + P. malariae being
the most common combination (60%; 6/10), followed by
P. falciparum+P. ovale (30%; 3/10). One case of triple
coinfection with P falciparum+P. malariae+P. ovale
was found (10%; 1/10) (Fig. 3b). All cases of coinfection
were RDT-positive. PHRP2 bands were visualized in all

these cases, whereas pLDH was visualized in 66.7% (4/6)
of P falciparum+P malariae coinfections and 33.3%
(1/3) of P. falciparum+P. ovale, but not in the case of
triple coinfection. Patients with coinfections were 6/10
(60%) PSAC, 3/10 (30%) SAC, and only 1/10 (10%) was an
adult, aged 17 years.

The expected and observed frequencies of the dif-
ferent coinfections were as follows: 4.7% and 9.4% of
P falciparum+P. malariae, 2.3% and 4.7% of P falci-
parum+P. ovale, and 0.2% and 1.6% of triple coinfec-
tion, respectively (Fig. 4a). The excess risk was estimated
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for the coinfections: triple infection (10.7), P falcipa-
rum+ P. malariae (2.0), and P, falciparum + P. ovale (2.0).

The results of the possible effect of coinfections on
parasite density estimated by real-time PCR are shown
in Fig. 4b. The mean Ct value for P. falciparum was
lower when coinfected with 2 malariae (Ct=28.5) com-
pared with single infection (Ct=32.4) (P-value>0.05).
The same was observed for P malariae coinfected with
P. falciparum (Ct=32.0) compared with monoinfection
(Ct=35.9) (P-value <0.05).

Discussion

The aim of this study was to evaluate the usefulness of
real-time PCR for the diagnosis of malaria in a group of
febrile patients from a rural setting in Angola. The prev-
alence of malaria in patients with febrile syndrome in
Cubal was 58%. In a study conducted in Bengo (a prov-
ince in northwestern Angola), the prevalence observed
was 15.9%, determined by microscopy and PCR [28].
These differences were attributed to the fact that in the
Bengo study, participants were selected regardless of
their symptomatology. Other studies conducted in locali-
ties of Central African countries such as Gabon and
the Republic of the Congo, where the transmission rate
is higher and more uniform than in Angola, showed a
malaria prevalence of 69.6% in febrile children by PCR

and 32.5% in febrile patients of all ages by RDT, respec-
tively [29, 30].

RDTs and microscopy are the most widely used diag-
nostic methods for malaria control [31]. Microscopy
remains the gold standard for the diagnosis of malaria
infection; however, more sensitive methods capable of
providing early and accurate diagnosis are needed [32].
In this study, taking the results of three techniques used
as the reference, real-time PCR had a higher sensitivity
(68.1%) than microscopy (57.8%) but RDT had a higher
sensitivity (84.5%) and negative predictive value than
real-time PCR. However, using microscopy as the refer-
ence method, real-time PCR showed a higher specificity
and positive predictive value than RDT according to the
results published by Febrer-Sendra et al. for RDT [23].

Our results agree with other published works in which
real-time PCR and RDT had higher sensitivities than
microscopy, taking the results of the three techniques as
the reference [33—36]. In contrast, most of them obtained
a higher sensitivity for real-time PCR than RDT [34, 36].
However, other studies obtained similar sensitivities [35],
and others agreed with our results [33]. In our case, this
low sensitivity of real-time PCR could be due to inade-
quate storage and transport of DNA eluates, which could
have caused sample degradation. In addition, the use of
venous blood for DNA extraction may have reduced the
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sensitivity of real-time PCR instead of using capillary
blood [37].

Classic microscopy is considered the gold standard
method for malaria diagnosis, and RDT and real-time
PCR are more sensitive alternatives for estimating the
prevalence in patients with febrile symptoms in endemic
areas [35]; however, PCR has not yet been adequately
implemented in the field. In this sense, LAMP is a good
alternative in rural areas with limited resources. In the
study by Febrer-Sendra et al. conducted in Cubal in
2022, a colorimetric and real-time LAMP was used for
malaria diagnosis, obtaining a higher performance than
that obtained in this study using real-time PCR [23].
These results suggest the importance of implementing a
diagnostic method with better performance than micros-
copy. Therefore, and despite the effort made in this study,
the strategy of performing DNA extraction in situ is not
recommended unless optimal storage conditions can be
guaranteed for a truly effective molecular analysis.

Regarding the discordances obtained between the
three diagnostic methods, samples that were positive
by microscopy or RDT and negative by real-time PCR
could be explained by the different method of blood col-
lection and the possible degradation of the DNA during
transport to Barcelona. On the contrary, those that were
positive by real-time PCR and negative by microscopy or
RDT could be due to the parasite load being submicro-
scopic or below the RDT detection limit. Nonetheless,
there is a possibility that these latter mismatches between
real-time PCR and RDT could be due to a deletion of the
pfhrp2 gene (which encodes for the target protein of the
antigenic test), as has been reported in other countries in
West sub-Saharan Africa [38, 39].

Furthermore, quantification of parasite density by
microscopy provides information about the intensity of
the infection as well as monitoring the response to treat-
ment [40]. In addition, real-time PCR allows for an indi-
rect estimation of the parasite load through Ct values
[41]. It was expected that most febrile patients show a
high intensity of infection, as published by Mangal et al.
[42]. In our case, we observed that as parasite densities
determined by microscopy increased, the Ct of real-time
PCR decreased. Thus, this Ct value could be an indirect
measure of parasite load and would allow the determina-
tion of the intensity of infection, at least in the high- and
low-intensity groups.

Gender was not related to real-time PCR diagnosis,
however, female patients and children presented a higher
proportion of positive cases, as described in another
study carried out in Ethiopia [43]. These results high-
light the great importance of focusing on the younger
age groups, as children under 5 years of age are those
most affected by malaria worldwide and have the highest
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mortality. In our case, the technique with the greatest
capacity to identify infections at an earlier age was RDT,
with a higher correlation than real-time PCR or micros-
copy. Again, RDT vyielded better results than real-time
PCR. Moreover, its rapidity in producing a result makes
it a highly effective technique for the diagnosis of malaria
in children. Nevertheless, once again we emphasize the
importance of sample preservation during transport,
which could have altered the results of real-time PCR.

Single-step real-time multiplex PCR has advantages
over end-time PCR, such as greater sensitivity, speed, and
lower risk of cross-contamination, in addition to allow-
ing for the identification of Plasmodium species in fewer
reactions [44]. In our study, the most prevalent Plasmo-
dirm species was P, falciparum, followed by P. malariae
and P ovale. The same results were previously described
by Fangony et al. in Northern Angola in 2012 [3].

It is important to highlight that coinfections with dif-
ferent Plasmodium species are frequently overlooked
by microscopic examination [12]. In this study, a higher
number of mixed infections (15.6%) was found com-
pared with those reported by other studies conducted in
Angola (7,6%) or Zambia (10.3%) [3, 45]. Regarding caus-
ative species, the most prevalent coinfection was caused
by P falciparum and P malariae, in concordance with
published data from Angola and Zambia [3, 45].

Since P falciparum is the most prevalent species in
Cubal, and it was expected to be present in all cases of
coinfection. On the basis of our results, we found that the
prevalence of coinfections was higher than expected if
each species was randomly distributed in the host pop-
ulation. Therefore, we believe that there must be one or
more factors that could explain this fact, such as differ-
ent host susceptibility to infection and/or heterogeneity
of individual exposure to mosquito bites [21]. It should
be noted that most coinfected patients were children, and
only one corresponded to an adult (17 years old).

From the real-time PCR Ct values, we were able to
estimate the effect of coinfections on the parasite den-
sity of each Plasmodium species. Interestingly, when
P, malariae coinfected with P. falciparum, the Ct values
of P malariae were lower than in individual infection,
which implies that its parasite density is higher when
coinfected with P falciparum. Our results are in perfect
agreement with those of another study in Papua New
Guinea, in which they observed this benefit of P malar-
iae when coinfected with other species [21]. An increase
in the parasite density of P falciparum and P. ovale was
also observed in coinfections; however, the low number
of samples could explain why a statistical relationship in
these cases was not observed.

A striking fact of this study is that three patients
infected only with non-P falciparum species (two
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P malariae and one P. ovale) were positive for the detec-
tion of PHRP2 by RDT. As this protein is specific to
P falciparum, these results would support the idea that
the DNA could be degraded during sample transport,
with the consequent non-detection of P. falciparim.

Limitations of this study

Several limitations were identified in this study that could
affect the interpretation of the results. Microscopy was
performed by a single microscopist rather than by two
independent technicians, which limits the robustness
of the results. It is also important to note that the blood
sample used for microscopy and RDT diagnosis (capillary
blood) was not the same as that used for real-time PCR
(whole blood), which could introduce variability in the
results. During the transport of the eluted DNA to the
HUVH in Barcelona, the cold chain could not be main-
tained at all times, which could have affected the quality
of the DNA analyzed. Finally, the positive controls used
in the PCRs did not correspond to strains commonly
used in this type of study, such as 3D7 or NF54, but were
based on DNA from the blood of patients previously
diagnosed with malaria by microscopy and real-time
PCR, which could limit the comparability of the results.

Conclusions

Despite logistical constraints regarding the preservation
of DNA eluates during transport, our study demonstrated
that real-time PCR is more effective than microscopy for
detecting malaria in febrile patients in Cubal (Angola). It
is imperative that the method of sampling and preserva-
tion during transport be rigorously adhered to so that an
accurate result of molecular techniques can be ensured.
Furthermore, real-time PCR can provide an estimate of
the intensity of infection and allows for the identification
of Plasmodium species for surveillance purposes.
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Resumen
Antecedentes

La malaria es la enfermedad parasitaria con mayor morbimortalidad a nivel mundial.
Angola es uno de los cinco paises de Africa subsahariana con mayor carga de malaria
(datos 2022). El diagnodstico mediante PCR en tiempo real en areas 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, conservacion y transporte de muestras
sanguineas a laboratorios de referencia. El objetivo del estudio fue evaluar la eficacia de
las DBS como método de muestreo en estudios de investigacion sobre malaria que

emplean PCR en tiempo real.
Métodos

El estudio se dividi6 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 pl/circulo). 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 especifica de especie (especies
de Plasmodium); y (ii) estudio transversal realizado en el HNSP, Cubal (Angola), que
incluy6 a 200 participantes con fiebre. De cada paciente se obtuvo una muestra de sangre
capilar fresca (microscopia y PDR) y sangre venosa recogida como DBS (dos circulos de
10 pl combinados para un volumen total de 20 pl de DBS). Los DBS fueron enviados al
HUVH, Barcelona, Espana.

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 detect6 la infeccion por Plasmodium spp. en proporciones menores: 76,2% (16/21)
para 10 pl, 85,7% (18/21) para 20 pl, 88,2% (15/17) para 50 uly 85,7% (18/21) para DBS
de 100 pl. (ii) El diagnostico en campo (microscopia y/o PDR) mostrdé 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 diagndstico 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 extraccion de ADN es un factor determinante en el
rendimiento de la PCR en tiempo real para la deteccion de ADN de Plasmodium. Un
volumen de DBS de 50—100 pl parece ser optimo para el diagnostico de la malaria y la
determinacion de especies de Plasmodium mediante PCR en tiempo real. E1 DBS es un
método adecuado para la recogida de muestras en Cubal, seguido de su analisis mediante
PCR en tiempo real en un laboratorio de referencia.

68



Mediavilla et af. Parasites & Vectors (2025) 18:44 Parasites & Vectors
https://doi.org/10.1186/513071-025-06685-3

RESEARCH Open Access

: . . ®
Evaluation of dried blood spot sampling i

for real-time PCR malaria diagnostics in a rural
setting in Angola

Alejandro Mediavilla'?, Begofa Febrer-Sendra®, Aroa Silgado', Patricia Martinez-Vallejo ™,

Beatriz Crego-Vicente®, Arlette Nindia®, Carles Rubio Maturana'”, Lidia Goterris', Joan Martinez-Camprecios®®,
Sandra Aixut®, Pedro Fernandez-Soto®, Maria Luisa Aznar™®, Antonio Muro®, Inés Oliveira-Souto™,

Israel Molina*® and Elena Sulleiro™*

Abstract

Background Malaria is the parasitic disease with the highest morbidity and mortality worldwide. Angola is one

of the five sub-Saharan African countries with the highest malaria burden. Real-time PCR diagnosis in endemic areas
has not been implemented due to its high cost and the need for adequate infrastructure. Dried blood spots (DBSs)
are an alternative for collecting, preserving, and transporting blood samples to reference laborateries. The objective
of the study was to assess the efficacy of DBS as a sampling method for malaria research studies employing real-time
PCR

Methods The study was divided into two phases: (i) prospective study at the Hospital Universitario Vall d'Hebron
(HUVH) to compare real-time PCR from whole blood or DBS, including 12 venous blood samples from patients

with positive real-time PCR for Plasmodium spp. and 10 quality control samples (nine infected samples and one
negative control). Samples were collected as DBSs (10, 20, 50 pl/circle). Samples from both phases of the study were
analyzed by generic real-time PCR (Plasmodium spp.) and the subsequent positive samples underwent species-
specific real-time PCR (Plasmodium species) and (i) cross-sectional study conducted at the Hospital Nossa Senhora da
Paz, Cubal (Angola), including 200 participants with fever. For each patient, a fresh capillary blood specimen [for thin
and thick blood films and rapid diagnostic test (RDT)] and venous blood, collected as DBSs (two 10-pl circles were
combined for a total volume of 20 Ll of DBS), were obtained. DBSs were sent to HUVH, Barcelona, Spain.

Results () Real-time PCR from whole blood collection was positive for 100% of the 21 Plasmodium spp-infected
samples, whereas real-time PCR from DBSs detected Plasmodium spp. infection at lower proportions: 76.19% (16/21)
for 10 pl, 85.719 (18/21) for 20 i, 88.24% (15/17) for 50 pl and 85.719% (18/21) for 100 pl DBSs. (i) Field diagnosis
(microscopy and/or RDT) showed a 51.5% (103/200) positivity rate, while 50% (100/200) of the DBS samples tested
pasitive by real-time PCR. Using field diagnosis as the reference method, the sensitivity of real-time PCR in DBS
samples was 77.67% with a specificity of 79.38%. Plasmodium species were identified in 86 samples by real-time PCR:
81.40% (16/86) were caused by Plasmodium falciparum, 11.63% (10/86) were coinfections of P, falciparum + P malariae,
4.65% (4/86) were P falciparum + F ovale, and 2.33% (2/86) were triple coinfections.
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Conclusions The DBS volume used for DNA extraction is a determining factor in the performance of real-time PCR
for Plasmodium DNA detection. A DBS volume of 50-100 pl appears to be optimal for malaria diagnosis and Plas-
modium species determination by real-time PCR. DBS is a sultable method for sample collection in Cubal followed

by real-time PCR analysis in a reference laboratory.

Keywords Malaria, Dried blood spots, Sampling, Real-time PCR, Diagnaosis, Whole blood

Background

Malaria remains a global health concern, being especially
devastating in resource-limited endemic settings located
in tropical and subtropical regions [1]. The World Health
Organization (WHO) reported approximately 249 mil-
lion cases and 608,000 deaths from this parasitic disease
in 2022 [2]. During this period, the African continent
accounted for 93.6% of cases and 95.4% of deaths glob-
ally, with the sub-Saharan region being the most affected
[2]. Angola is a malaria-endemic country in this region,
harboring 3.4% of malaria cases and 3.2% of malaria
deaths worldwide, making it the fifth most prevalent and
seventh most deadly country in the world [2]. Cubal is a
rural municipality in the province of Benguela (Angola)
where malaria transmission has been described as sta-
ble mesoendemic [3]. In this type of setting, field surveys
and research studies for active surveillance are consid-
ered useful tools for estimating the prevalence of malaria
in the population, as they can identify transmission foci
established by asymptomatic carriers and infections with
low parasitemia [4—6].

The microscopic examination of blood smears has
long been the technique of choice for determining the
prevalence of malaria in epidemiological studies [7-9].
Currently, this technique also remains the gold standard
for the diagnosis of this disease, allowing parasite den-
sity quantification and the identification of the Plasmo-
dium species. However, sensitivity varies based on the
observer’s experience, and its detection limit is around
50-100 parasites/l [10]. Moreover, often it cannot detect
infections with low parasite densities [11] or differenti-
ate mixed infections caused by two or more Plasmodium
species [12]. Recently, rapid diagnostic tests (RDTs) have
been implemented for field surveys. These tests are a
simple rapid method that detects specific antigens of
Plasmodium spp. and/or Plasmodium falciparum, such
as panmalaric [lactate dehydrogenase (pLDH), and aldo-
lase] or histidine-rich protein 2 (PfHRP2), respectively.
However, RDTs cannot quantify the parasite load or
accurately identify non-P. falciparum species. Addition-
ally, deletions in the pffirp2 gene have been reported in
P, falciparum populations in various geographical areas,
which can lead to a false negative result [13-16]. Some
studies have reported that a significant number of Plas-
modium spp. infections are missed by RDTs because

their parasite density is below the detection limit of the
test [17].

Nowadays, the emergence of molecular techniques,
such as real-time polymerase chain reaction (PCR), has
opened a new path in malaria diagnosis due to its numer-
ous advantages. The high sensitivity, low detection limit
(< 1 parasite/ul), possibility of quantifying parasite den-
sity and capacity to identify Plasmodium species and
mixed infections are the main advantages; however, the
high cost of the equipment and reagents used for real-
time PCR has prevented its implementation in resource-
limited settings [18-20].

One of the challenges in performing PCR in settings
where resources are limited is the correct extraction of
DNA from whole blood and/or storage conditions during
sample transport to a reference center. Nevertheless, the
dried blood spot (DBS) method for the conservation of
blood samples is widely used [21]. DBS sampling consists
of placing drops of capillary blood, obtained by finger
prick or venous blood collected by venipuncture, on fil-
ter papers that can be stored, preserved and transported
at room temperature (RT) [22]. The DNA extracted from
DBS is of sufficient quality to be used in PCR reactions,
typing and sequencing techniques [23].

The objective of this study was to evaluate the useful-
ness of DBS as a method of preserving and transporting
blood samples from a resource-limited environment,
such as Cubal (Angola), to a reference center for the diag-
nosis of malaria by real-time PCR.

Methods

Two independent studies were conducted for related
purposes (Fig. 1): to evaluate (i) the performance of real-
time PCR for malaria diagnosis using DBS sampling,
conducted at the Hospital Universitario Vall d'Hebron
(HUVH, Barcelona, Spain), and (ii) the usefulness of
DBS as a method for collecting and transporting samples
without cold storage, conducted at the Hospital Nossa
Senhora da Paz (HNSP, Cubal, Angola).

Study population and sample collection

Performance of real-time PCR for malaria from DBS at HUVH
A prospective study was carried out at HUVH between
October 2022 and October 2023. A total of 22 blood
samples were included: 12 whole blood samples positive
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Sample collection

A October 2022-October 2023 (n=22)

Sampling HUVH
Patient Venous
blood

Blood quality control
12 samples 10 samples

50x2 pL

Real-time PCR

B May-July 2022 (n=200)

Sampling Cubal

Venous blood

DBS
10 pL in each circle

Capillary blood

Field techniques

Thick drop
microscopy

Transportation to
HUVH (Barcelona)

DNA extraction
(2 circles =20 pL)

Conservation at -20 °C

RDT
(HRP2 and pLDH)

[ Plasmodium spp. |

| P. falciparum ‘

Real-time PCR

Fig. 1 Flowchart established for the sample collection and diagnostic technigues used. A Schematic of the sampling carried out between October
2022 and October 2023 at the Vall d'Hebron University Hospital (HUVH, Barcelona, Spain) is shown. B Details of the procedure followed

in the sampling carried out between May and July 2022 in Cubal

for Plasmodium spp. by real-time PCR from migrant
patients from sub-Saharan countries who came to the
HUVH for diagnosis of malaria and 10 quality control
samples from QCMD 2023 Plasmodium spp. (Malaria)
EQA Pilot Study (Quality Control for Molecular Diag-
nostics, Glasgow, UK). These control samples simulate
human blood infected (#=9) and not infected (n=1)
with Plasmodium spp. Different volumes (10 pl, 20 pl and
50 ul) of blood and quality control samples were used to
obtain DBS samples on Whatman 903™ filter paper cards
(GE Healthcare Life Sciences, Cardiff, UK). DBS samples
were dried overnight at RT until DNA extraction for real-
time PCR analysis (Fig. 1A).

Usefulness of DBS for malaria diagnosis by real-time PCR

in Cubal, Angola

A cross-sectional study was conducted between May and
July 2022 involving 200 samples from patients attending
the HNSP for suspected malaria. Inclusion criteria were
all patients presenting to HNSP with febrile syndrome.
Recruitment was performed as described by Febrer-Sen-
dra et al. [24]. Two types of samples were collected from
each participant following the clinical protocol estab-
lished by the HNSP: (i) a capillary blood sample obtained
by finger prick was used for field diagnostic techniques
(microscopy and RDT); (ii) a whole blood sample was
obtained by venipuncture, from which 10 pl was inocu-
lated in each circle of Whatman 903" filter paper cards
(GE Healthcare Life Sciences, Cardiff, UK). The young

age and nutritional status of some of the participants,
added to the other clinical tests performed with the same
blood collection, meant that the DBS collection would
be from venous blood and that the inoculated volume of
blood in each circle of the filter paper could not exceed
10 pl. DBS samples were completely dried for 24 h at RT
and stored at 4 °C until shipment to the HUVH; during
shipment, the DBS samples were kept at RT. Once at des-
tination, DBS samples were stored at — 20 °C until fur-
ther molecular analysis. These storage conditions were
established to preserve the highest possible quality of
parasite DNA as it took several weeks before they were
analyzed [25] (Fig. 1B).

Field diagnostic techniques: microscopy and RDT

For microscopic examination, a thick blood smear was
prepared from each capillary blood sample and stained
with 10% Giemsa for 15 min. An experienced micros-
copist examined all slides at 100X magnification with
immersion oil. For each smear, the presence or absence
of Plasmodium spp. infection was determined, and par-
asite density was quantified according to the number
of parasites per 100 leukocytes, assuming a quantity of
8000 leukocytes/pl of blood. A slide was determined as
negative if no Plasmodium spp. parasites were observed
after counting 500 leukocytes [24]. Three groups were
established, according to the intensity of infection, as fol-
lows: low intensity (<800 parasites/ul), medium inten-
sity (800—4000 parasites/ul) and high intensity (>4000
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parasites/ul) [26]. The RDT used in this study was the
STANDARD™ Q Malaria Pf/Pan Ag test (SD Biosen-
sor, Republic of Korea). This RDT is a membrane-based
immunochromatography for the qualitative detection of
P falciparum-specific PHRP2 and Plasmodium spp. (P
falciparum, P. vivax, P. ovale and P malariae)-specific
pLDH. The detection limit is 163 parasites/ul. The diag-
nosis of Plasmodium spp. infection by at least one of
these two techniques was used as a reference method
when determining the performance of real-time PCR
from DBSs collected at HSNP.

DNA extraction

DNA extraction from both DBS and whole blood samples
was performed with the automated eMAG™ system (Bio-
Meérieux SA, Marcy-I'Etoile, France), according to the
manufacturer’s instructions; both types of samples were
eluted into 110 pl elution buffer.

For DBSs collected at HUVH, one circle inoculated
with 10 pl, 20 pl and 50 pl of whole blood or two cir-
cles with 50 pl of whole blood were placed in individual
2-ml NUCLISENS® lysis buffer tubes. For DBSs collected
at HNSP, two circles infected with 10 ul of whole blood
each were punched and placed into individual lysis buffer
tubes (20 pl total volume of DBS per sample). Then, DBSs
were incubated with continuous mixing at RT for 30 min.
The filter paper debris was removed with sterile tweezers,
and a rapid centrifugation was performed before starting
the isolation program. For whole blood samples, a vol-
ume of 200 pl was used for DNA extraction. The eluates
were stored at — 20 °C until further analysis by real-time
PCR.

Real-time PCR
All real-time PCR reactions were performed on the
CFX96 Touch real-time PCR detection system {Bio-Rad,
Hercules, CA). First, a real-time PCR for Plasmodium
spp. detection (hereafter, generic PCR) was performed
using the RealStar® Malaria PCR Kit 1.0 (Altona Diag-
nostics, Hamburg, Germany), following the manufac-
turer’s instructions (limit of detection: 1.27; CI 0.57-5.42
copies/ul eluate). Samples that tested positive in the
generic PCR were subjected to a second real-time PCR
for identification of the Plasmodium species (hereafter,
specific PCR) using the RealStar® Malaria Screen & Type
PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics, Hamburg, Germany)
[limits of detection: P falciparum=0.80 (CI=0.44—
2.45), P. vivax=0.73 (C1=0.46-1.62), P malariae=0.36
(C1=0.24-0.74), P ovale=1.46 (C1=0.89-3.28) and P
knowlesi=2.35 (CI1=1.37- 5.55) copies/pl of eluate].

A positive control (Plasmodium spp.-specific or spe-
cies-specific DNA, obtained from DNA extraction from
the blood of malaria patients attending HUVH, whose
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infection was confirmed by microscopy and real-time
PCR) and a negative control (nuclease-free water), were
included in each run. Samples were considered positive
for Plasmodium DNA when the threshold cycle (Ct) for
the Plasmodiwm target was < 40 and the internal control
amplified effectively.

Although real-time PCR used in this study is not an
absolute but a relative quantitative method, Ct values
were used as an indirect estimate of parasite density [27,
28].

Statistical analysis

Qualitative variables are expressed as percentages
and absolute frequencies. Quantitative variables are
described as mean or median and standard deviation
(SD) or interquartile range (IQR) according to the nor-
mality of the data distribution.

Statistical analyses were performed using the R-UCA
package for Windows (version R-UCA-3.3.1.exe). The
statistical tests used were as follows: (i) single factor
ANOVA and Tukey’s test for pairwise comparisons to
determine whether there were significant differences
between real-time PCR from DBSs or whole blood; this
test was also applied in the analysis according to infection
intensity groups to detect any differences between real-
time PCR Ct values from DBSs collected in Cubal; (ii) the
Chi-square test of independence was used to determine
the dependence between field diagnestic and real-time
PCR results; (iii) the Kruskal-Wallis test followed by the
Wilcoxon test was used to test for significant differences
in parasite density determined by microscopy between
the different groups established according to the inten-
sity of infection; (iv) Spearman’s correlation test was used
to determine the correlation between real-time PCR Ct
values from DBSs collected at Cubal and parasite density
determined by microscopy. In all cases, the significance
level was set at P < 0.05.

The differences in Ct values between DBS and blood
samples (ACt) using real-time PCR for the study con-
ducted at HUVH were calculated as follows:

(CtDBS — Clyhole blood)
H

ACt =

where Ctpgs is the Ct obtained from a particular DBS
volume for a sample, Ctypofehivoq is the Ct obtained from
whole blood of the same sample, and # is the total num-
ber of samples analyzed for the same DBS volume.

For real-time PCR performed on the samples from the
study conducted at HNSP, the following diagnostic per-
formance parameters were calculated using microscopy
and/or RDT results as a reference: sensitivity, specific-
ity, positive predictive value (PPV) and negative predic-
tive value (NPV). To establish the level of concordance
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of real-time PCR with reference results, Cohen’s kappa
coefficient was calculated and interpreted as follows:
slight concordance (0-0.20), fair concordance (0.21-
0.40), moderate concordance (0.41-0.60), substantial
concordance (0.61-0.80) and almost perfect concordance
(0.81-1.00).

Results

Performance of real-time PCR for malaria from DBS
Real-time PCR for the detection of Plasmodium spp. DNA
Real-time PCR from whole blood samples was positive in
100% (21/21) of Plasmodium spp.-infected samples and
negative in the one uninfected sample. The number of
positive samples from DBS varied according to the vol-
ume of blood inoculated: 76.19% (16/21) for 10 yd, 85.71%
(18/21) for 20 pl, 88.24% (15/17) for 50 pl and 85.71%
(18/21) for 100 pl. Notably, for four samples, it was not
feasible to fill one circle of the filter paper with 50 pl. All
samples with Ct=>34 in real-time PCR performed from
whole blood were negative for all DBS volumes. The only
sample that was PCR negative from whole blood was also
negative for all DBS volumes. See Table 1.

The yield loss of real-time PCR from the different DBS
volumes used compared to whole blood (represented as
ACt) is shown in Fig. 2. The highest loss was with the
10 pl DBS volume, with a difference of 7.92 Ct. The ACt
for each DBS volume presented significant differences
between them in all cases (P < 0.001), except between the
50 pl and 100 pl DBS groups (P > 0.05).

Real-time PCR for the identification of Plasmodium species

According to the PCR results from whole blood, 80.95%
(17/21) of samples corresponded to P. falciparim, 14.29%
(3/21) to P malariae, and 4.76% (1/21) to mixed infec-
tion by P falciparum and P. ovale. When a higher DBS
volume was analyzed, Plasmodium species could be iden-
tified in a greater number of samples. The mixed infec-
tion sample could not be identified by PCR using any of
the DBS volumes because the generic PCR for DBS was
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negative; therefore, the specific PCR was not performed.
See Table 1.

ACt was observed in specific real-time PCR when
using DBSs with whole blood (Fig. 2). For P, falciparum,,
a higher ACt was observed using 10 pl of DBS compared
with 2 malariae detection. For P, falciparum, mean ACt
values for each of the DBS volumes presented signifi-
cant differences (P < 0.01), except between the 50 pl and
100 pl DBS groups (P > 0.05).

Usefulness of DBS for malaria diagnosis by real-time PCR

in Cubal, Angola

Real-time PCR performance

Field diagnosis (microscopy and/or RDT) determined
that 51.5% (103/200) of participants were infected with
Plasmodium spp. compared to 50% (100/200) detected
by real-time PCR from DNA extracted from DBSs
(P<0.001). Microscopic examination detected 33.5%
(67/200) positive and RDT 49% (98/200). The perfor-
mance parameters {sensitivity, specificity, PPV, NPV and
kappa coefficient) of real-time PCR from DBSs using field
diagnosis as the reference are shown in Table 2.

A comparison between the results of field diagnosis
of malaria and diagnosis by real-time PCR is shown in
Fig. 3. Of the total number of samples analyzed, 61.50%
(123/200) were positive by field diagnosis and/or real-
time PCR. Field diagnosis detected more positive cases
than real-time PCR (23 vs. 20, respectively). Of these
samples, only 34.78% (8/23) were microscopy-positive,
and only two were not low-intensity infections (1103 and
5866 parasites/ul); the other discordant samples were
only detected by RDT.

The mean Ct value obtained by real-time PCR was
30.76 (SD = 5.96). The median parasite densities
obtained from microscopic examination were 6508 (IQR
= 1223.5-19,731.5) parasites/pl. In addition, there was a
significant correlation between real-time PCR Ct values
and the parasite density quantification established by
microscopy (P < 0.001, r = — 0.88). When groups were

Table 1 Detection and identification of Plasmodium species by real-time PCR from whole blood and DBS

PCR result Whoale blood N (%) DoBS
10 Wl N (99) 20 pl N (90) 50 Wl N [96)* 100 Wl N (%)
Generic PCR Plasmodiurm spp. 21/21(100) 16/21(76.19) 18/21(85.71) 15/17 (88.24) 18/21(85.71)
Specific PCRP P falciparum 17/21 (80.95) 10716 (62.50) 13/18(72.22) 11/15(73.33) 14/18 (77.78)
R malariae /21 (14.29) 216 (1250 218 (11.11) 2/15(13.33) 2/18(11.11)
P falciparum+ R ovale 1/21 (4.76) 0/16(0) 018 Q) 0/15(0) 0180
Undetermined 0/21 (0} /16 (25) 3/18 (16.67) 2/15{13.33) 2/18(11.11)

* In four samples, it was not possible to fill the filter paper circle with 50 pl

b Percentages are calculated according to the number of positive samples for Plasmodium spp.
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Fig. 2 Yield loss (ACt) detection of real-time PCR performed on DNA extracted from DBS inoculated with different volumes of blood (10 pl, 20 pl,
50 pl and 100 pl) compared to extraction from whole blood (200 pl). The crosses inside the box and numbers indicate the mean value of the ACt.
Letters indicate groups according to significant differences between mean ACt values, so that values with different letters (a, b or ) present
statistically significant differences between them (P<0.01). A ACt values of generic real-time PCR, B ACt values of Plasmodium falciparum-specific
PCR and C ACt values of Plasmodium malariae-specific PCR. Significant differences were net analyzed for P malariae as only two samples were
positive

Table 2 Performance of real-time PCR from DBS using field diagnosis (microscopy and RDT) as the reference
Sensitivity (Cl 95%) Specificity (Cl 95%) PPV (C] G5%) NPV (1 95%) Kappa (Cl 85%)

Real-time PCR DBS 7767 (68.19-8504) 79.38 (69.72-86.60) 80.001(70.57-87.08) 7700 (67.31-84.58] 0.57 (0.46-068)

2 PPV: positive predictive value, NPV: negative predictive value

A Positives B Negatives

Field

Real-time PCR Field Real-timePCR

diagnosis 23 20 DBS ]

diagnosis 20 DBS

Fig. 3 Venn diagrams for the comparison between real-time PCR from DBS and field diagnosis. A Distribution of positive and B negative samples
for Plasmodium spp. infection with each technigque
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established based on the intensity of infection, it was
found that as the intensity decreased, the mean real-time
PCR Ct value increased significantly (P < 0.01) in each of
the groups (Table 3).

Plasmodium species identification by real-time PCR

Of the samples positive for Plasmodium spp. DNA by
real-time PCR, the species could not be determined in
14% (14/100) of the cases due to low sample parasitemia
(first real-time PCR Ct values>36.3). The most preva-
lent species was P falciparum, present in 100% (86/86)
of infections, followed by P malariae in 13.95% (12/86)
and P, ovale in 6.98% (6/86) of cases. Plasmodium falcipa-
rum was detected as a single species infection in 81.40%
(70/86) and as a mixed infection in 18.60% (16/86)
(Fig. 4A). Of the mixed infections, P, falciparum and P.
malariae coinfection accounted for 62.5% (10/16), P, fal-
ciparum and P, ovale 25% (4/16), and triple coinfections

Table 3 Intensity of infection established by microscopy and
its relationship to real-time PCR from DBS samples collected in
Cubal (n=59)

Infection intensity  Infections  Microscopy Real-time PCR
N (%) Parasite density b
(parasites/pl)”
High 31(52.54) 19315(9819.50-77,973]a° 2370 (2.14)a"
Maderate 14(23.73) 1920(1255.25-2523.75) 2866 (2.77)b"
b
Low 14 (23.73) 424 (252.50-666.75)c 3235033

? Results are expressed as median and IQR
b Results are expressed as mean and SD

© Letters indicate statistically significant differences between infection intensity
groups for each technigue (P<0.05)

A

Plasmodium species
(n=86)

® P, falciparum

Mixed
infections
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with these three species were identified in 12.5% (2/16) of
the cases (Fig. 4B).

Discussion
The use of highly sensitive diagnostic methods, e.g.
molecular techniques, is fundamental for accurately
reporting the true prevalence of malaria in the popula-
tion and interrupting transmission; however, the imple-
mentation of these techniques in rural settings is limited
[21]. One potential approach would be to collect and
transport the samples to a reference laboratory, but this
presents certain challenges. In this sense, DBS sampling
offers an efficient and applicable solution in resource-
limited settings for the collection, conservation, and
transport of whole blood samples [23]. The combination
of molecular techniques together with the DBS method
has been used in numerous research studies [15, 29-34].
Concerning the study of malaria real-time PCR perfor-
mance from DBS samples at HUVH, a higher agreement
between whole blood and DBS samples was observed in
PCR results and species identification when larger vol-
umes of whole blood were used for DBS (100 ul). How-
ever, of the 21 PCR-positive whole blood samples, 13.6%
(3/21) of the DBS samples returned a negative result,
even when using the DBS volume that gave the best
results (100 pl). Our results agree with other published
studies, with DBS PCR for 4% [22], 13.3% [35] and 27%
[36] of infections detected from whole blood. The sen-
sitivity of PCR from DNA extracted from DBS has been
described to vary for different reasons: the blood volume
used, type of filter paper [22], storage conditions (time,
temperature and humidity) [25], extraction method used
[37] and PCR kit chosen [22, 38]. Similarly, there appears
to be an inherent yield loss when performing extraction

Mixed infections
(n=16)

= P. falciparum +
P. malariae

= P. falciparum +
P. ovale

| P, falciparum +
P. malariae + P.
ovale

Fig. 4 Molecular identification of Plasmodium species by real-time PCR from DBS collected in Cubal. A Percentages of the prevalence
of Plasmodium species identified and of mixed infecticns are shawn with respect to the total number of samples in which the species could be
determined (n=86). B The percentages of prevalence of the different mixed infections caused by two or more Plasmodium species are plotted

(n=16)
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of genetic material from DBS compared to whole blood.
This might be due to incomplete recovery of the total vol-
ume of blood inoculated onto the filter paper during the
pre-extraction step, possibly depending on the dilution
factor set in the sample recovery.

Moreover, we found that DBS volume influences the
sensitivity of real-time PCR. One possible explanation
is that when performing nucleic acid extraction with
larger blood volumes, the number of parasites and conse-
quently the number of DNA molecules will be higher. In
our study, the 50- and 100ul volumes resulted in a smaller
loss of sensitivity. However, further investigations with
a larger number of low parasitemia samples are neces-
sary to determine whether a 100yl volume is better than
a 50yl volume. Nevertheless, blood volume is usually a
limitation when collecting samples in the field [36], and
50 pl could be sufficient for molecular studies of malaria
in resource-limited settings. On the other hand, we made
an important finding: when whole blood samples had a
Ct value > 34, the corresponding DBS sample recorded
a lack of amplification in real-time PCR, leading us to
believe that infections with very low parasite densities
may be missed with this technique.

In our study, all Plasmodium species identified were
concordant between whole blood and DBS; however, in
a small number of samples, identification was not possi-
ble. Differences have been observed in the performance
of PCR from DBS depending on the Plasmodium species.
Three independently conducted studies concluded that a
higher proportion of infections were missed with £ vivax
compared with P falciparum when using DBS [22, 36,
39]. One potential explanation for this phenomenon is
the lower parasitemia observed in infections caused by P
vivax compared to the high parasite densities frequently
seen in P falciparum infections [40]. Unfortunately,
we did not identify any cases of P vivax. However, we
observed that the detection performance with P malar-
iae was lower than that of P falciparum when 50- and
100ul DBSs were used.

Upon reviewing real-time PCR Ct values, we observed
that whole blood samples with a Ct > 35 were those in
which the Plasmodium species could not be identified.
This led us to believe that the lower sensitivity of the spe-
cific PCR used in species identification compared with
the generic PCR that detects Plasmodium spp. was the
reason we could not identify these species from the DBS
samples [28]. In addition, the only mixed infection found
was also missed when using DBSs. Nonetheless, this was
due to the low parasitemia of that sample as Plasmodim
spp. infection was also not detected from DBSs.

Focusing on the field study, real-time PCR deter-
mined fewer infections than field diagnosis using both
microscopy and RDT. This may be explained by the
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possibility of false-positive RDT results, as it is com-
mon in high transmission settings for this test to detect
the PfHRP2 antigen in the blood of a patient who has
recently had malaria but was not infected at the time of
testing [41]. However, PCR detected a higher propor-
tion of positive samples compared with using micros-
copy or RDT independently. Our results agree with
other studies conducted in Equatorial Guinea and the
Democratic Republic of Congo, where PCR performed
on DNA extracted from DBSs identified a higher num-
ber of positive samples than microscopy and RDT [31,
42].

Concerning the samples positive by field diagnosis and
negative by real-time PCR, the possibility of false-positive
RDT results due to the persistence of antigen after past
infection, and the loss of PCR performance with DBS in
low parasitemia samples may be the cause of these dis-
crepancies. However, the failure of PCR to detect two
samples with medium- and high-intensity infections
remains unexplained. In contrast, a positive result with
real-time PCR and a negative one for field diagnosis may
be due to the higher sensitivity of the PCR technique, as
demonstrated in previous studies [31, 42, 43].

In another recent study also conducted in Cubal, real-
time PCR from DNA extracted in situ determined that
39.5% of the participants were infected with Plasmodium
spp. [28] compared with 50% detected from DBSs in this
study. In addition, in the present study, the sensitivity of
real-time PCR regarding field diagnosis was considerably
higher (77.67%) compared with PCR of DNA extracted
in situ (64.08%) [28]. This led us to think that, during
the transport of the DNA eluates, the genetic material of
Plasmodium spp. underwent a strong degradation due to
inadequate preservation conditions. In this sense, using
DBS for sample transport is highly advantageous since
it does not require the maintenance of a cold chain and
allows the effective preservation of parasite DNA for
detection by real-time PCR. Despite the loss of PCR sen-
sitivity when performed on DBSs compared with whole
blood, the advantages offered by DBS as a means of pres-
ervation and transportation of blood samples simplify
the logistics of molecular studies in resource-limited set-
tings, as is the case of Cubal.

Regarding quantification to estimation of infection
intensity, we observed that real-time PCR from DBSs
could detect one case of high-intensity and two cases of
low-intensity infections that were missed in the study
in which DNA extraction was carried out in situ [28].
In addition, mean Ct values were lower for all intensity
groups in the case of DBS compared with in situ extracted
DNA [28], especially in the high-intensity group. There-
fore, real-time PCR Ct values from DBSs could be an
indicator to estimate the intensity of infection, always
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considering the loss of sensitivity of this method com-
pared with using whole blood.

To identify the Plasmodium species, PCR from DBS
samples allows us to accurately identify these species
and distinguish mixed and single infections [30, 47, 48].
As expected, real-time PCR from DBS was able to iden-
tify more species than PCR from in situ DNA extracts
because of better DNA preservation [28]. In the previ-
ous in situ extraction study, two cases first categorized as
mono-infections of P malariae and P. ovale [28] turned
out to be mixed infections of these species together with
P, falciparum according to the results obtained from the
DBS. 'Thus, DBS achieved a more accurate identifica-
tion of the Plasmodium species and could detect mixed
infections with greater precision than with in situ DNA
extraction.

Some limitations were identified in this study that
could affect the interpretation of the results. First, venous
blood was used to collect DBSs instead of capillary blood.
This decision was influenced by the young age and nutri-
tional status of the participants, as well as the high num-
ber of diagnostic tests required, making venous sampling
a more practical option in this setting, However, as a
result, only two 10ul DBS circles could be collected per
participant, which may have reduced the sensitivity of the
real-time PCR performed on these samples. Second, the
lower sensitivity of the species-specific PCR compared to
the generic Plasmodium spp. DNA-targeted PCR limited
our ability to identify Plasmodium species in cases with
very low parasitemia. Finally, the persistence of antigens
in the bloodstream may have contributed to false-posi-
tive results in RDTs, potentially leading to an overestima-
tion of field diagnostic results. This overestimation may,
in turn, have resulted in an underestimation of the sen-
sitivity of real-time PCR from DBS when calculating its
diagnostic performance.

Conclusions

The volume of DBS used for DNA extraction is a deter-
mining factor in the efficacy of real-time PCR for Plas-
modiwm DNA detection and species identification. In
addition, DBS allows estimation of the intensity of infec-
tion based on real-time PCR Ct values. In light of the
above findings, our recommendation is that DBS sam-
pling be employed as the optimal methodology for the
acquisition, transport and subsequent molecular analysis
of samples in malaria research. However, it is important
to note that microscopy and RDTs should continue to
be employed in point-of-care diagnosis, as they facilitate
immediate results that are vital for initiating treatment.
In addition, the volume of blood collected, as well as the
process of drying and transporting the samples, may pose
problems that require attention, as they could affect the
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accuracy of the results. Consequently, further research
is needed to determine optimal methodologies for using
DBS in prevalence studies and in mapping residual
malaria, which will be of vital importance for malaria
elimination in endemic regions.

Abbreviations

Ct Threshold cycle

DBS Dried blood spot

ACt Differences in Ct values between DBS and blood samples
HNSP Hospital Nossa Senhora da Paz

HUYH Hospital Universitario Vall d'Helbron

IGR Interquartile range

NPy Negative predictive value

pLDH Panmalaric lactate dehydrogenase

PCR Polymerase chain reaction

PHRPZ  Plasmodium falciparum histidine-rich protein 2
PPV Positive predictive value

RCT Rapid diagnostic test

RT Room temperature

sD Standard deviation

WHO World Health Organization
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5.1.  Bloque 2: Caracterizacion genética de P. falciparum para el manejo

de la malaria en Angola

Este bloque aborda la caracterizacion genética de P. falciparum como herramienta clave
para optimizar el diagndstico y el tratamiento de la malaria en Angola, mediante el uso de
técnicas de PCR y secuenciacion aplicadas a la epidemiologia molecular. Se incluyen dos
estudios independientes: el primero analiza las deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3'y
la variabilidad de las proteinas que codifican, y su impacto en el rendimiento de las PDR;
y el segundo evalua la frecuencia de los marcadores moleculares de resistencia a
antimaldricos, con especial atencion a los genes pfkl3, pfimdri, pfdhfr y pfdhps.

Articulo 3. Analisis de las deleciones de los genes pfhrp2 y pfhrp3, y de la
estructura y variabilidad de las proteinas PfHRP2 y P/HRP3: implicaciones para
el rendimiento de los test de diagnostico rapido de malaria en Cubal, Angola
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Resumen
Antecedentes

Las PDR-PfHRP?2 se utilizan ampliamente para el diagnostico de la malaria. Sin embargo,
su eficacia se ve comprometida por deleciones y variaciones genéticas en los genes pfhrp2
y pfhrp3. Ademas, la variabilidad antigénica, incluyendo diversas variantes proteicas y
perfiles de epitopos, 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 proteinas PAHRP2 y PHRP3 mediante el analisis

de su impacto en el rendimiento de las PDR en Cubal, un 4rea rural del oeste de Angola.
M¢étodos

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 diagnostico de malaria
se valido mediante microscopia de gota gruesa y PDR dirigidas a P/AHRP2 y pLDH. Las
deleciones en pfhrp2 y pfhrp3 se evaluaron mediante amplificacion por PCR de los exones
1-2 y 2. Las secuencias del exén 2 se analizaron para identificar repeticiones de
aminoacidos y epitopos candidatos, y las muestras se clasificaron segun la sensibilidad

prevista de las PDR.
Resultados

La identificacion de especies reveld que el 96% estaban infectados por P. falciparum y
fueron incluidos en los analisis; se encontraron deleciones en el ex6n 1-2 en el 7,3%
(pfhrp2) y en el 11,46% (pfhrp3) de los aislados. No se observaron deleciones en el exon
2 de pfhrp2 ni de pfhrp3. El analisis proteico revelo una variabilidad significativa en las
repeticiones de histidina entre los diferentes grupos de muestras establecidos segun la
sensibilidad tedrica a las PDR. En PfHRP2, los epitopos 3A4 y C1-13 estuvieron presentes
en el 100% de las muestras, observandose 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-P/HRP2, sugieren que estos test son
una herramienta diagndstica 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 P/HRP2 puede influir en el rendimiento de las PDR; sin embargo, se
requieren mas estudios para aclarar su impacto preciso. Estos hallazgos mejoran la
comprension de la variabilidad genética y la estructura de PFHRP2 y PHRP3, destacando
el potencial de los P/AHRP2-PDR dirigidos a los epitopos 3A4 y C1-13 para mejorar el
diagndstico de la malaria.
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Abstract

Background Rapid diagnostic tests (RDTs) based on Plasmodium falciparum histidine-rich protein 2 (PAHRP2-RDTs)
are widely used for malaria diagnosis. However, the efficacy of PAHRP2-RDTs is compromised by deletions and genetic
variations in the pfhrp2 and pfhrp3 genes. In addition, antigen variability, including diverse protein variants

and epitope profiles, can affect the sensitivity of RDTs. This study aimed to report the frequency and genetic variability
of pthrp2 and pfhrp3 deletions and to assess PAHRP2 and PAHRP3 protein variability by analysing their impact on RDT
performance in Cubal, a rural area in western Angola.

Methods Samples were collected at the Hospital Nossa Senhora da Paz in Cubal from May to July 2022. A total

of 100 dried bload samples from febrile patients were confirmed positive for Plasmadium spp. by real-time PCR. The
diagnosis of malaria was validated by thick blood smear microscopy and RDT targeting PAHRP2 and pan-malarial
lactate dehydrogenase. Deletions in pffrp2 and pfhrp3 were assessed by PCR amplification of exons 1-2 and 2. Exon 2
sequences were analysed for amino acid repeats and candidate epitopes, and samples were sorted according to pre-
dicted RDT sensitivity.

Results Species identification revealed that 96% were infected with P falciparum and were included in the analy-
ses; deletions in exon 1-2 were found in 7.29% (pfhrp2) and 11.46% (pfhrp3). No deletions were observed in exon 2
of pfhrp2 or pfhrp3. Protein analysis revealed significant variability in histidine repeats between RDT sensitivity groups.
In PAHRP2, epitopes 3A4 and C1-13 were present in 100% of the samples, with the highest frequencies per isolate
being observed (15 and 18 times per isolate, respectively).
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repeats, Epitopes

Conclusions The low prevalence of deletions in pfhrp2 and the absence of double deletions in pfhrp2/3, together
with the goed performance of PHRP2-RDT suggest that these tests are a suitable diagnostic tool in Cubal. However,
continued monitoring of pfhrp2 and pfhip3 deletions is essential to ensure long-term efficacy. PAHRP2 variability may
influence RDT performance; however, further research is needed to clarify its precise impact. These findings enhance
the understanding of the genetic variability and structure of PIHRP2 and PHRP3, highlighting the potential of PAHRP2-
ROTs targeting the 3A4 and C1-13 epitopes for improved malaria diagnosis.

Keywords Malaria diagnosis, Angola, pfhip2, pfhrp3, Rapid diagnostic test, Deletion, Antigenic variability, Amino acid

Background

Despite efforts to control and eliminate malaria, it
remaing a serious global health problem, especially
in sub-Saharan African countries. Malaria is caused
by parasitic protozoa of the genus Plasmodium, with
Plasmodium falciparum being the most prevalent and
most deadly species [1]. Accurate and early diagnosis is
one of the main tools to reduce the burden and trans-
mission of this disease [2]. Microscopy remains the
gold standard for malaria diagnosis but is not always
accessible in the field due to the limited availability of
equipment and the need for qualified personnel [3].
Thus, in the last decades, the World Health Organiza-
tion (WHQO) has recommended rapid diagnostic tests
(RDTs) as the more cost-effective alternative when
microscopy cannot be performed [4-7]. Most RDTs
use monoclonal antibodies (MAbs) to detect P fal-
ciparum histidine-rich protein 2 (PfHRP2) [8], due to
their abundant production by the parasite. This makes
RDTs targeting PAHRP2 (PfHRP2-RDTs) more sensitive
than other RDTs that target pan-malarial proteins such
as lactate dehydrogenase (LDH) or aldolase. Moreo-
ver, PHRP2-RDTs are more stable under high-tem-
perature conditions than other tests [8-11]. Notably,
the histidine-rich protein 3 of P falciparum (PfHRP3)
can be detected by most PfHRP2-RDTs at parasitae-
mia levels > 1000 parasites/pL. due to the conservation
of repeat epitopes in both antigens, resulting in cross-
reactivity of PAHRP3 with PfHRP2 MAbs [12].

The genes encoding PHRP2 and PHRP3 (pfhirp2
and pfhrp3, respectively) are located in highly labile
subtelomeric regions of chromosomes 8 (pfhrp2) and
13 (pfhrp3), so it is common for deletion mutations
to occur and the encoded proteins are not expressed
[8, 13]. These deletions contribute to the false-nega-
tive detection of PfHRP2 by PfHRP2-RDTs [14]. Since
pfhrp2 and pfhrp3 are located on different chromo-
somes, cases have been described in which the dele-
tion affects only one of these two genes, such that when
only the pfhrp2 gene is deleted, the presence of PfHRP3
above a certain antigen threshold still enables detection
by PfHRP2-RDTs [12, 15-17].

In studies assessing the prevalence of pfirp2 and
pfhrp3 gene deletions, the WHO recommends including
molecular PCR techniques to confirm gene absence and
establishes a 5% prevalence of pfhrp2/3 deletion among
the false-negatives of the PAHRP2-RDT as a threshold
for routine use PAHRP2-RDTs [18]. Regarding the Afri-
can continent, several studies in different countries have
reported the presence of deletions close to or above the
WHOQO threshold; therefore, a continuous surveillance
system is needed to monitor the status of these deletions
in the countries of the African continent [19, 20].

The pfhirp2 and pfhrp3 genes consist of two exons sepa-
rated by an intron. Exon 1 and the beginning of exon 2
code for the signal peptide and cleavage sequence, while
exon 2 contains the protein-coding sequence consist-
ing of histidine- and alanine-rich repeats distributed in
tandem [8, 21, 22]. These genes have great variability,
which translates into a wide diversity of the proteins they
encode [22-25]. Prior research hypothesized that the
variability of the antigen itself may affect RDT sensitivity
depending on the number and type of these amino acid
repeats [26]. In particular, it was postulated that these
amino acid repeats, e.g., Type 2 (AHHAHHAAD), Type
4 (AHH) and Type 7 (AHHAAD) previously described by
Balker et al. [26], could exert an influence on the sensitiv-
ity of PAHRP2-RDTs. Variability in the target epitopes of
MAbs has also been reported to influence RDT perfor-
mance [27].

Angola is a malaria-endemic country located in south-
west Africa. According to WHO, Angola accounted for
3.1% of malaria cases and 2.7% of malaria deaths in 2023,
making it the seventh country with the highest preva-
lence and mortality in the world [28]. Cubal is a munic-
ipality in Benguela province, located in west-central
Angola, where more than 90% of malaria cases are due to
P, falciparum infections [29-31]. Hospital Nossa Senhora
da Paz (HNSP) is the main medical institution in Cubal,
where malaria diagnosis is performed almost exclu-
sively by microscopy of thick blood smears and occa-
sionally by RDT [29]. A recent study using samples from
patients recruited in the provinces of Uige and Huambo
(provinces in northern and central Angola, respectively)
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reported a low proportion of pfhrp2 and pfirp3 dele-
tions. However, to date, no studies purporting to report
the genetic profile of pfhrp2 and pfhrp3, nor the variabil-
ity of the proteins they encode, have been conducted in
Angola.

The main objective of this study was to determine the
frequency of exon 1-2 and 2 deletions of the pfirp2 and
pfhrp3 genes in Cubal, Angola. Protein variability based
on variations in the amino acid sequences of PHRP2 and
PfHRP3 was also characterized by analysing the different
amino acid repeats and MAbs-binding epitopes used by
PfHRP2-RDTs. In addition, the sensitivity of PfHRP2-
RDTs was determined as a function of the variability of
the antigen itself according to a theoretical model first
predicted by Baker et al. [26].

Methods

Study population and sample collection

A convenience study was conducted in which a total of
100 dried blood spot (DBS) samples from patients with
suspected malaria, previously confirmed positive for
Plasmodium spp. DNA by real-time PCR, were ana-
lysed as part of a previous study conducted at HNSP in
Cubal, Angola, between May and July 2022 [31]. All pro-
cedures related to sample collection, malaria field diag-
nosis (microscopy and RDT), DNA extraction (from 20
pL of DBS for all samples), molecular detection of Plas-
modium spp., and identification of Plasmodium species
by real-time PCR were described in detail in Mediavilla
etal. [31].

Rapid diagnostic test

The RDT employed in this study was the STANDARD
Q Malaria Pf/Pan Ag test (SD Biosensor, Republic of
Korea). This assay is based on membrane immunochro-
matography and is designed for the qualitative detection
of P falciparum-specific PAHRP2, as well as Plasmodium
spp. (P falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, and Plasmodium malariae) via panmalaric LDH
(pLDH). The assay has a detection threshold of 163 para-
sites/pL. All procedures were performed in accordance
with the manufacturer’s guidelines [31].

™

Analysis of deletions in the pfhrp2 and pfhrp3 genes

For the analysis for deletions in the pfhrp2 and pfhrp3
genes, a flow chart was established as shown in Fig. 1.
Exon 1-2 of both genes were amplified according to
the protocol established by Bharti et al. [32], and that of
Balcer et al [26] for exon 2, with slight modifications. The
primers used and the conditions for each PCR are shown
in Table S1 (Additional file 1). PCR amplicons were visu-
alized on 1.5% agarose gel stained with CondaSafe Stain
(Condalab, Madrid, Spain). All PCR reactions were
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performed on the Applied Biosystems SimpliAmp Ther-
mal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

Plasmodium species identification by real-time PCR
was not possible in all cases. Therefore, a nested PCR for
amplification of the P falciparum pfert gene (fragment
pfert=76) was performed on Plasmodium spp.-positive
samples (2 falciparum + undetermined species) to iden-
tify the remaining P, falciparum and check the quality of
the sample DNA. Thus, the absence of amplification of
the pflirp2 and pfhirp3 genes would be due to a true dele-
tion. The primers and PCR conditions for the amplifica-
tion of pfcrt—76 are shown in Table S1 (Additional file 1)
[33].

All PCR reactions were performed on the Applied
Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA), and PCR amplicons were vis-
ualized on 1.5% agarose gel stained with CondaSafe Stain
(Condalab, Madrid, Spain).

If no amplification in any of the genes was observed,
the PCR was repeated. If the result of the second PCR
was still negative, and the DNA quality control PCR
(pfcrt—76) had amplified correctly, the corresponding
exon was considered deleted. For exon 1-2 of both genes,
a third nested PCR was conducted using a modified elon-
gation temperature of 60 °C to confirm the deletion, as
this condition has been shown to enhance the sensitiv-
ity of the PCR [34] (Fig. 1). Negative controls (nuclease-
free water) and positive controls (P falciparum DNA
extracted from the blood of a patient diagnosed with
malaria by microscopy and real-time PCR, and positive
for PAHRP2 by RDT) were included in all reactions. Neg-
ative controls for the amplification of pfhrp2 and pfhrp3
were not included as no strains with the deleted genes
were available.

For each gene (pfhrp2 and pfhrp3), partial deletions
were considered when only the absence of amplification
was observed in one of the two exons analysed (exon 1-2
or exon 2). In addition, in samples with amplification of
exon 1-2 of pfhirp3, the Ct values of the real-time PCR
used for Plasmodium spp. detection were all <34.27.
Therefore, this value was established as the detection
limit to consider a true deletion or a candidate deletion,
and thus not overestimate the deletions in this genetic
region. True deletions were defined as the absence of
amplification of pfhrp3 exon 1-2 with Ct <34.27, indicat-
ing sufficient parasite DNA to confirm gene loss. In con-
trast, candidate deletions were defined as cases with no
amplification of pfhrp3 exon 1-2 and Ct>34.27, where
low parasite density could limit PCR sensitivity, prevent-
ing confirmation of the deletion. Ct values from real-time
PCR that detected Plasmodiwm spp. infections were used
as an indirect measure of parasite density.
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Fig. 1 Flow chart established for the study methodology. The diagnosis and identification of B falciparum began with microscopy and RDT

at the HNSP of Cubal. The infection was then confirmed, and the Plasmodium species was determined by real-time PCR. Finally, DNA quality

was confirmed, and the remaining P falciparum were identified by amplification of the pfcrt—76 gene by nested PCR. Deletions in the pfhrp2

and pfhrp3 genes were studied by nested PCR of exons 1-2 and 2 in duplicate for both genes. The symbal —"indicates a lack of exon amplification,
whereas +"indicates carrect amplification, Deletions were identified when two consecutive negative results were obtained. In the case of exon 1-2,
an additional third nested PCR was performed by modifying the elongation temperature (ET) to 60 °C. Additionally, a subsample of £ falciparum
was sequenced ta analyse the protein variability of PHRP2 and PHRP3, specifically examining amino acid repeats and candidate epitopes

for binding to the MAbs used in PIHRP2-RDTs

Protein study

Sequencing of exon 2 of pfhrp2 and pfhrp3

A set of samples positive for exon 2 of pffirp2 and pfhrp3
was randomly selected. PCR products were sent to the
Centro Nacional de Medicina Tropical (Instituto de Salud
Carlos III, Madrid, Spain) for exon 2 Sanger sequencing.
The sample was first purified using IlustraTM Exopros-
tarTM 1-step (GE Healthcare Life Sciences) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Sequencing
was performed in both directions, with forward and
reverse primers of exon 2 of both genes (Pthrp2-2-F2
and Pfhrp2-2-R1; Pthrp3-2-F2 and Pfthrp3-2-R1) follow-
ing the protocol described by Molina-de la Fuente et al.
[20]. BioEdit Sequence Alignment version 7.7.1 was used
for sequence analysis, resolution of indeterminate sites,
and translation of nucleotide sequences to amino acid
sequences.

Amino acid sequence analysis
‘The histidine-rich repeats previously described by Baker
et al. [22] were identified in all amino acid sequences
(PHRP2 and P/HRP3). Only repetitions appearing
uniquely, without being part of longer ones, were con-
sidered, excluding shorter ones embedded within longer
sequences. The number and position of repeats were
determined using a custom Python 3.11 code (Additional
file 2). Three groups of samples were established accord-
ing to their sensitivity to RDT based on the theoretical
regression model established by Baker et al. [26], calcu-
lating the product between the number of Type 2 and 7
repetitions: type A (=100), type B (43-99) and type C
(<43) [22, 26]. Type A and B would be classified as RDT-
sensitive (detection limit <250 parasites/uL) and C non-
sensitive (detection limit> 250 parasites/pL) [26].
Similarly, a number of minimal epitopes were identi-
fied as potential candidates for binding the MAbs used
in the PAHRP2-RDTs described by Lee et al. [35], since
data on MADs used in the commercial RDT kits are
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unavailable. Due to a discrepancy in the sequence of
the minimal Genway epitope in Lee et al. [35], the two
sequences listed in their publication were analysed sepa-
rately: Genway (AYAHHAHHAHHAAY) and Genway
“short” (AHHAHHAHAAY). The frequency and position
of these epitopes were determined with a custom Python
3.11 code (Additional file 3).

Statistical analysis

Qualitative variables were expressed as percentages
and absolute frequencies. Quantitative variables were
described by mean or median and standard deviation
(SD) or interquartile range (IQR) according to normal-
ity. Student’s ¢-test and the Mann—Whitney-Wilcoxon
test were used to test whether the mean and median Ct
values (indirect estimate of parasite density) of samples
with exon 1-2 deletions in pffirp2 and pfhrp3 were sig-
nificantly higher than in those with that exon present,
respectively. Spearman’s correlation test assessed any
correlation between the length of PHRP2 and PHRP3.
Pearson’s correlation test was employed to test the corre-
lation between amino acid sequence lengths and number
of repeats of PHRP2 and PfHRP3. Single-factor ANOVA
followed by Tukey’s test for multiple comparisons was
applied to detect any significant differences in the num-
ber of repeats, epitopes and amino acids in the amino
acid sequences according to the groups established based
on RDT sensitivity. In all cases, the significance level
was set at p-value<0.05. Statistical analysis was car-
ried out with the R-UCA package for Windows (version
R-UCA-3.3.1).

Results

Characteristics of the study population

A total of 100 participants were included in the study,
of which 59% (59/100) were female, 73% (73/100)
were minors (<18 years), and the median age was six
(IQR =1.48-18) years.

Malaria diagnosis and identification of Plasmodium
falciparum

Of the 100 samples positive for Plasmodium spp. by real-
time PCR, 59% (59/100) were positive by microscopy
and 79% (79/100) by RDT. The band corresponding to
PfHRP2 was visualized in 100% (79/79) of the RDT-posi-
tive cases; however, pLDH was present in 41.77% (33/79)
of cases. Table 1 shows the comparative results between
microscopy and the two RDT targets.

Amplification of the pfcrt gene by nested PCR showed
that 96% (96/100) of samples contained P falciparum
genetic material of sufficient quality for the deletion study
(Fig. 2). Of the total samples included in the deletion
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Table 1 Comparisan of microscopic examination and the
different ROT targets

Microscopy  Microscopy  PAHRP2 (+) PfHRP2 (-)
(+) (=)
pLOH (+) 33 0 33 0
pLDH (=) 1 20 41 21
PHRP2(+) 58 21 - -
PHRPZ (=) 1 20 - -

All results are expressed as number of positive (+) or negative {(—) samples

study, 21.88% (21/96) were RDT-negative for PfHRP2. Of
these 21 discordant samples, only one (4.76%) was posi-
tive by microscopy.

Deletions in pfhrp2 and pfhrp3

Deletions of exons 1-2 and 2

The results of exon 1-2 and 2 deletions of the pfhrp2 and
pfhrp3 genes are shown in Table 2. Only partial dele-
tions of exon 1-2 were found in the pfirp2 and pfhrp3
genes. A higher number of true deletions in exon 1-2
were observed for pfhrp3 (11/96; 11.46%) compared with
the pfhrp2 gene (7/96; 7.29%). No deletions of exon 2 of
pfhrp2 or pfhirp3 were found in any of the samples ana-
lysed. Both pfhrp2 and pfhirp3 genes were truly intact in
55/96 (57.29%) samples. No true co-deletion of exon 1-2
was observed for both genes. See results in Table 3.

Characteristics of the exon 1-2 deletions of pfhrp2

and pfhrp3

Ct values of samples with truly deleted exon 1-2 of
pfhrp2 or pfhrp3 (median=38.96, IQR=38.23-39.21
Ct; mean=232.72, SD=0.7 Ct, respectively) were sig-
nificantly higher than in samples in which the exon was
truly present (median=28.96, IQR=25.28-34.53 Ct;
mean=26.18, SD =3.56 Ct, respectively) (p-values <0.01).

RDT was negative for P/HRP2 in 4/96 (4.17%) samples
in which exon 1-2 of pfhrp2 was deleted. For these sam-
ples the real-time PCR Ct values were>36.03. On the
other hand, 3/96 (3.13%) samples were RDT-positive and
had exon 1-2 of pflirp2 deleted. These three samples had
high Ct values (> 37.92), but one was positive by micros-
copy (240 parasites/pL). See Fig. 2.

A total of 11/96 (11.46%) samples had a true deletion
of exon 1-2 of pfhrp3, and 30/96 (31.25%) samples were
considered candidate deletions. Of the samples with true
deletions, 2/96 (2.08%) were negative by RDT and by
microscopy; in contrast, 9/96 (9.38%) had a positive RDT
result and 5/96 (5.21) were positive by microscopy. Fur-
thermore, 3/96 (3.13%) samples with candidate deletions
were positive by microscopy. See Fig. 2.
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Fig. 2 Results of the molecular analysis for the study of pfhrp2 and pfhrp3. Diagnosis and identification of Plasmodium species were performed

by real-time PCR, and DNA quality and identification of £ falciparum was checked by nested PCR of the pfert gene, Negative PCR results for each
exon or diagnosis by RDT or microscopy are represented by the symbol “~', whereas a positive result by microscopy or ROT is represented

by the symbol“+" For samples with exon 1-2 deletions in pfhrp2 and pfhrp3, we provide the results of RDT, microscopy, and real-time PCR Ct
values, The protein variability study of PAHRP2 and PIHRP3 includes the total number of sequenced samples, the number of RDT-negative samples,
and Baker's classification according to RDT sensitivity by amino acid repeat analysis for #HRP2

Table 2 Deletions/presence of exon 1-2 and exon 2 of pfhrp2
and pfhrp3 (n=96)

Exon 1-2% Exon 2° n (%)
pthrp2
Complete deletion [oR ()}
Partial deletion + 71(7.29)
Partial deletion + 0@
Complete gene + + 89(32.71)
pfhip3
Complete deletion 010
Candidate partial deletion” - + A1 (42.71)
True partial deletion® - + 11 (11.48)
Partial deletion + - 0Q10)
True complete gene’ | i 55(57.29)
Candidate complete gene® + + 35 (88.54)

?The symbol “~"represents exon deleticn and “+"its presence

b Candidate partial deletion: all samples with no amplification of pfarp3 exon
1-2 were considered deletions. True partial deletion: samples with no pfhrp3
exon 1-2 amplification and real-time PCR Ct values < 34.27 were considered

deletions

“True complete gene: samples in which there was amplification of exon 1-2

of pfhrp3. Candidate complete gene: amplification of exon 1-2 of pfhrp3 and
candidate deletions (Ct > 34.27) were considered as presence of the exon

Table 3 Presence/unique deletions/co-deletions of pfhrp2 and
pfhip3 (n=96)

pfhrp2 pfhrp3 n (%)
Exon 1-27 Exon 2° Exon 1-27 Exon 2°
+ + +7 + 55(57.29)
+b + 00
+ b 0 (0}
o + 7 (7.29)
+ +b 0 ()
o - 010y
+ + +° + 85 (88.54)
- - +- 00
+ + = - 0(0)
- + = + 0O
i - = - 00
- - - - 0

2The symbol "—* represents the deletion of the exon and "+" its presence
Both candidate deletions (Ct > 34.27) and true deletions (Ct<34.27) are
considered deletions

“Only true deletions are considered deletions. Candidate deletions are
considered as exon presence
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Table 4 Prevalence and amino acid repeat number range in PAHRP2 (n=40) and PHRP3 (n=41)

Repeat types Amino acid repeat PHRP2
Range of repeat
Ne
Type 1 AHHAHHVAD 0-8
Type 2 AHHAHHAAD 6-17
Type 3 AHHAHHARY 02
lype 4 AHH 015
lype 5 AHHAHHASD 0-2
Type 6 AHHATD 1-6
Type 7 AHHAAD 2-13
Type 8 AHHAAY 0-2
Type 9 ARY 0-1
Type 10 AHHAAAHHATD 0-3
Type 11 AHN 0
Type 12 AHHAAAHHEAATH 0-1
Type 13 AHHASD 0-1
Type 14 AHHAHHATD 0-1
Type 15 AHHAHHAAN 0
Type 16 AHHAAN 0-1
Type 17 AHHDG 0
Type 18 AHHDD 0
lype 19 AHHAA 0-4
Type 20 SHHDD 0
Type 21 AHHAHHATY 0
Type 22 AHHAHHAGD 0
Type 23 ARHAAD 0
Type 24 AHHTHHAAD ]

Analysis of the protein sequences of PfHRP2 and PHRP3
Nucleotide and amino acid sequences

Exon 2 was sequenced in 40/96 (41.67%) samples for
pfhrp2 and 41/96 (42.71%) for pfhrp3 with sufficient
quality to perform the protein study; exon 2 of both
genes was sequenced in 24/96 (25%) samples (Fig. 2).
All sequences were submitted to the GenBank data-
base (accession numbers: PQ868099- PQ868138 and
PQ868139- PQB868179).

The nucleotide sequences of pfhrp2 and pfhrp3 ranged
in size from 604 to 844 (average 734.73) and 407-613
(average 526.27) nucleotides, with an average C+G con-
tent (%) of 54.85% and 47.97%, respectively. The amino
acid sequences of PAHRP2 and PfHRP3 ranged in length
from 201 to 281 (average 244.55) and 135-204 (average
175.05) amino acids, respectively. No statistically sig-
nificant correlation was observed between the length
of PAHRP2 and PHRP3 (p-value>0.05, r=0.137). The
most abundant amino acids in PfHRP2 were alanine
(42.29%), histidine (40.55%), and aspartic acid (11.34%).
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PfHRP3
Prevalence Range of repeat  Prevalence
n % N n %
35 7.50 0-3 29 7073
40 100 o] 0 o]
36 30 0 0 0
32 80 1-5 41 100
34 85 0 0 0
40 100 0 a a
40 100 1 41 100
36 g0 0 a Q
1 250 0 o] 0
33 8250 0 o] 0
0 0 0-1 1 244
6 15 0 0 0
7 1750 0 0 0
3 750 0 0 0
QO 0O 0-1 35 8537
1 250 5-16 a1 100
0 0 2-10 41 100
0 0 1-3 41 100
23 57.50 0-3 2 488
0 0 0-1 41 100
0 Q 0 a a
o] Q 0 a o]
0 0 0 0 0
0 0 0 o] 0

In contrast, in PHRP3, they were histidine (33.86%),
alanine (33.34%), asparagine (10.24%), and aspartic acid
(10.12%).

Histidine-rich repeat patterns

The prevalence and range of the number of repeats per
PHRP2 and PfHRP3 sample for each amino acid repeat
type are shown in Table 4.

PfHRP2 A total of 15 types of previously described
amino acid repeats were found. The average number of
repeats was 30.77 (SD=2.83) per sequence. In all cases,
Types 2, 6 and 7 were present and presented the high-
est average repeat frequency (11.73 (SD=2.34), 2.93
(SD=1.10), and 6.03 (2.19) times per sequence, respec-
tively). The total number of repeats correlated with
sequence length (p-value <0.001, r=0.76). The different
repetition patterns are shown in Fig. S1 (Additional file 4).

PfHRP3 A total of 10 different types of previously
described repeats were found. The average number of
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Fig. 3 Relationship between RDT sensitivity and PHRP2 characterization. Groups are established based on the theoretical RDT sensitivity of PHRP2
according to the product of Type 2 and 7 repeats described by Baker et al. [22], and are plotted as a function of A) total number of histidine repeats,
B) total number of candidates RDT MAbs-binding epitopes, and C) total number of PHRP2 amino acids. Numerical values represent the mean
of each variable per group, and the outer dots represent extreme values. Letters "a’,“b, and “c” represent significant differences for each variable
(histidine repeats, epitopes, and amino acids) between groups of samples with different RDT sensitivities (A, B, and C) (p-value < 0.05)

repeats was 24.07 (SD=2.96) per sequence. Types 4, 7,
16, 17, 18, and 20 were present in 100% (41/41) of cases
with average frequencies of 1.46 (SD=0.92), 1 (SD=0),
11.20 (SD=2.19), 5.63 (SD=1.79), 1.93 (SD=0.52), and 1
(SD=0) times per sequence, respectively. The total num-
ber of repeats was significantly related to the length of the
sequences (p-value <0.001, r=0.92). The different repeti-
tion patterns are shown in Fig. S2 (Additional file 4).

RDT sensitivity The classification of P. falciparum sam-
ples according to their theoretical sensitivity to RDT
was as follows: 5/40 (12.5%) samples were type A, 25/40
(62.5%) were type B, and 10/40 (25%) were type C. All
type A samples presented parasite densities>250 para-
sites/uL and were RDT-positive. Among type B samples,
22/25 (88%) corresponded to parasite densities > 250 par-
asites/pL, 2/25 (8%) had parasite densities < 250 parasites/
uL and were positive for PAHRP2 by RDT, and 1/25 (4%)
was negative by microscopy (Ct=233.49) and positive by
RDT. In contrast, 7/10 (70%) type C samples had para-
site densities>250 parasites/pL, 2/10 (20%) were nega-

tive by microscopy (Ct=33.55 and 38.96) and positive
by RDT, and only 1/10 (10%) was negative by microscopy
(Ct=38.20) and RDT.

Based on the hypothesis—assuming Baker’s model
is correct—that the sensitivity of PfHRP2-RDTs could
be related to sequence length and the total number of
epitopes and amino acid repeats, an analysis was con-
ducted to evaluate these associations. Figure 3 shows the
comparison of samples classified according to their theo-
retical sensitivity to RDT (types A, B, and C) with respect
to the total number of histidine repeats, epitopes and
amino acids of the P/HRP2 protein. The average number
of histidine repeats was significantly higher in Type A
(mean=33.30, SD=0.89 repeats) than in Type C samples
(29.75, SD=2.33 repeats) (p-value<0.01). Type A sam-
ples had the highest number of epitopes (mean=68.80,
SD=4.21 epitopes), followed by Type B (mean=>58.84,
SD=4.9 epitopes) and Type C (mean=46.4, SD=>5.44
epitopes) (p-values<0.001). The mean number of amino
acids was significantly higher in Type A (mean=265.00,
SD=9.35 amino acids) and B (mean=247.36,
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Table 5 Prevalence and frequency per isolate of candidate MAbs-binding epitopes of PAHRP2-RDTs for PAHRP2 (n=40) and PHRP3

(n=41)
MAb? Minimum epitope PfHRP2 PfHRP3

Prevalence Frequency per isolate Prevalence Frequency per

isolate

n % Median IQR n % Median IQR
3A4 AHHAHHA 40 100 15 14-16 37 90.24 1 1-1
2G12-1C12 DAHHAADAHH 40 100 6 475-7 o} 0 a a
1E1-A9 AHHAHHY 35 8750 2 1-3 30 7317 1 0-1
Ab-4 HATDAHH 40 100 4 3-5 QO 0 a 4]
C1-13 AHHAADAHH 40 100 18 15-20.25 Q0 0 a 4]
N7 DAHHAADAHHA 40 100 [ 4.75-7 Q0 0 a 4]
PTL-3 YAHHAHHA 40 100 2 2-3 0 0 a 4]
52-5 AHHASDAHHA 34 85 1 -1 Q 0 4] Q
IC-10 [DAHHAADAHHAADA 27 67.50 1 0-1 Q 0 4] 4]
-3 HAHHAHHAADAHH 14 35 0 0-1 0 0 a 4]
Genway AYAHHAHHAAY 0 0 0 0 0 0 a a
Genway “short” AHHAHHAAY 36 90 1 1-2 O 0 a a
* MAb: Monoclonal antibody
SD=18.41 amino acids) with respect to Type C samples  Discussion

(mean =227.30, SD=17.62 amino acids) (p-values <0.05).

Candidate epitopes to be recognized by the MAbs used

in RDTs

The prevalence and frequency of RDT MAbs-binding
epitopes located in exon 2 sequences of PfHRP2 and
PfHRP3 are shown in Table 5.

PfHRP2  All epitopes studied were found except Genway.
The average number of epitopes was 57 (SD=8.47) per
sequence. All sequences had epitopes 3A4, 2G12-1C12,
A6-4, C1-13, N7, and PTL-3. Genway “short’, 1E1-A9,
$2-5,and T'C-10 epitopes appeared in the majority of cases
(36/40, 90%; 35/40, 87.5%; 34/40, 85%; and, 27/40, 67.5%,
respectively). The C2-3 epitope was found in 35% (14/40)
of sequences, The epitopes with the highest frequency
per isolate were C1-13 (median=18, IQR=15-20.25)
and 3A4 (median=15, IQR=14-16). In contrast, the
least frequent epitopes per isolate were $2-5 (median=1,
IQR=1-1), Genway “short” (median=1, IQR=1-2},
TC-10 (median=1, IQR=0-1), and C2-3 (median=0,
IQR=0-1). The only RDT-negative sample presented a
lower number of total epitopes (41 epitopes) compared
with the average of all sequences (57 epitopes).

PfHRP3 Only epitopes 3A4 and 1E1-A9 were found in
90.24% (37/41) and 73.17% (30/41) of the sequences, with
a median frequency of 1 (IQR=1-1) and 1 (IQR=0-1),
respectively. The average number of epitopes was 1.80
(SD=0.87) per sequence.

In the last decades, the number of symptomatic patients
who have access to pre-treatment diagnosis of malaria
has increased, especially in African countries, thanks to
the implementation of PAHRP2-RDTs in healthcare facili-
ties as part of test-treatment strategies [19]. Due to recent
reports of pfhrp2 gene deletions in sub-Saharan African
countries, the need to monitor these genetic alterations
is of utmost importance as they pose a threat to malaria
control and eradication efforts.

Deletions in pfhrp2 and pfhrp3

Recent studies in countries neighbouring Angola,
such as the Democratic Republic of the Congo (DRC),
have reported a variable prevalence of deletions in the
pfhrp2 and pfhrp3 genes. In southern provinces of
the DRC, such as Kinshasa and Kwilu, which are geo-
graphically close to Angola, the prevalence of pfhirp2
deletions was 2% and 9.2%, respectively [36, 37]. In
addition, the Kinshasa study also identified pfhrp3 dele-
tions with a frequency of<1% [36]. Other studies con-
ducted in Gabon and other DRC regions reported a low
prevalence of pfhrp2 (1% and 0.27%, respectively) and
pfhrp3 (0% and 0.09%, respectively) deletions [3, 38]. A
study by Plucinsky et al, conducted on outpatients in
the Angolan provinces of Uige and Huambo, aimed to
test a multiplex antigen assay and report on the differ-
ent antigenic profiles found. They reported P falcipa-
rum genetic profiles with deletions in pfhrp2 (Uige) and
pffrp2/pfhrp3 (Huambo), representing<1% of the 466
samples they detected as Plasmodinm spp. [39]. Despite
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methodological differences with this study—Plucinski
et al. did not aim to report on the different genetic pro-
files of pfhrp2/pfhrp3—the results are in agreement with
this research because the low number of deletions does
not seem to compromise the use of PAHRP2-RDTs in
Angola; however, it reinforces the importance of estab-
lishing a surveillance system for pffirp2 deletions. The P
falciparumnt samples included in this study did not present
any double deletion of pflirp2/3. In view of these results,
Angola is far from reaching the WHO threshold of 5%
of pfhrp2/3 deletions causing false-negative results by
RDT [18]. This, combined with the good performance of
PfHRP2-RDTs observed in previous studies carried out
in Cubal [30], it seems that these RDTs remain an effec-
tive tool for malaria diagnosis in this region for the time
being.

This study reports a significant number of exon 1-2
deletions in both pflirp2 (7.29%) and pfhrp3 (11.46%).
These findings align with previous studies, which also
reported higher exon 1-2 deletions compared with exon
2, with deletions in pfhrp3 being more frequent than in
pfhrp2 [20, 40]. Mutations involving the disappearance
of pfiirp2 and/or pfhrp3 are usually due to large subtelo-
meric deletions involving the removal of several genes,
which can lead to a partial or complete deletion of pfhrp2
and/or pfhrp3 [13, 14]. The present study has reported
cases where the absence of amplification of exon 1-2 of
pfhrp2 suggests a direct involvement in false-negative
RDT results (4.17% of samples). However, it is possible
that the amplification yield of exon 1-2 is lower than that
of exon 2, which could lead to an overestimation of the
number of partial deletions observed in samples with
low parasite density. Despite this, there were also found
cases where this fragment appeared to be deleted but
the RDT result was positive (3.13% of samples). No true
deletion of pflirp3 was observed in these samples, sug-
gesting that the positive RDT result could be attributed
to cross-reactivity between PfHRP3 and the MAbs used
in the RD'I. However, these cases exhibited low parasi-
taemia, so this option should be discarded. This finding
could be attributed to a recent previous infection with
P falciparum strains carrying intact pflirp2 and pfhrp3
genes, whose antigens could have remained circulating
in the bloodstream of these individuals, thus producing a
positive result in the RDT despite having eliminated this
infection.

The detection of pffirp2 deletions is mainly associated
with low malaria transmission environments, where the
use of PHRP2-RDTs exerts selective pressure on circu-
lating P falciparum strains [15, 41]. This study reported a
low number of pfhrp2 and pfhrp3 gene deletions, and the
absence of double deletions of pfhrp2/3 in the municipal-
ity of Cubal, Benguela province, Angola. In contrast to
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other sub-Saharan countries, such as Eritrea and Ethio-
pia, where genetic deletions have raised concerns about
the policy of using PHRP2-RDTs [19, 20]. It should be
noted that this study was conducted in the municipal-
ity of Cubal, which belongs to the province of Benguela
(Angola). Here, the transmission rate in the years 2017
and 2018 was 290 and 181 infected persons per 1000
inhabitants, respectively [42], much higher than the inci-
dence of 55 and 40 cases per 1000 inhabitants in Eritrea
and Ethiopia [43]. Therefore, it can be hypothesized that
the selective pressure effect is less pronounced in coun-
tries such as Angola. However, the high transmission of
malaria in this region makes polyclonal infections more
common, which may result in infections caused by both
parasites with and without deletions, posing a problem
when identifying the presence of parasites with deletions
in the pfhrp2 and pfhrp3 genes by conventional PCR [44].

The function of PAHRP2 and PfHRP3 is unclear; nev-
ertheless, in vitro studies revealed a possible association
of pfhrp2 and/or pfhrp3 deletions with loss of fitness in
the parasite, resulting in reduced parasitaemia in the
host and difficulty for strains with the deleted gene to be
maintained in high-transmission environments [45, 46].
In this study, parasitaemia estimated by real-time PCR
was higher in patients with intact genes than in those
infected by strains with exon 1-2 deletions. In light of the
results, partial deletions of the pfhrp2 and pfhirp3 genes
may suggest a potential fitness cost for the parasite, as the
loss of these genetic regions would likely lead to the pro-
teins they encode not being expressed and directly affect
their associated functions. Although it may also be indic-
ative of the low yield of PCRs amplifying exon 1-2.

Analysis of PFHRP2 and PfHRP3 variability and its
relationship to RDT sensitivity

In countries with high transmission, such as Angola,
polyclonal infections of several P falciparum strains in
the mosquito are frequent. This triggers recombination
processes involving a high degree of genetic variability,
resulting in different PAHRP2 and PfHRP3 protein pro-
files [20, 23, 47—49]. In this study, no significant relation-
ship was observed between the length of PHRP2 and
PHRP3 (p-value<0.05), which seems to indicate that
pfhrp2 and pfhrp3 variability occurs independently of
each other [22]. This finding could indicate that evolu-
tionary pressures driving gene variability act separately
on each gene. Further studies are needed to elucidate
whether these independent patterns are consistent in
different geographic regions or under different selective
pressures.
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Histidine-rich repeats patterns
Despite the large variability observed among PfHRP2
proteins, most repeat motifs were consistent with stud-
ies performed in other regions. For example, Type 1
repeats typically initiate the sequence, followed by Type
2 tandem repeats, with Types 7, 10 and 12 located near
the C-terminal end [20, 50]. However, the translated
PfHRP2 sequences in this study revealed unique repeat
profiles. In the case of PHRP2, most sequences in this
study ended with a Type 4 repeat, rather than the Types
10 and 12 typically described in the literature [20, 23, 26,
47, 48, 51]; however, this may be due to the level of strin-
gency of the final cut-off point of each sequence at the
time of the bioinformatic analysis. In addition, three low-
prevalence repeats were identified: Type 9, previously
found in isolates from Papua New Guinea (PNG) and the
Philippines [22, 26, 51]; Type 16, described only in Ethio-
pia [20]; and Type 19, observed in Cambodia, the Phil-
ippines, PNG, Kenya, India, and Ethiopia [20, 22, 23, 25,
51]. For PfHRP3, the repeat profiles and motifs observed
in the present study closely resemble those observed in
sub-Saharan African countries, such as Ethiopia, Kenya,
and Senegal, as well as in Asian regions, such as Myan-
mar [20, 23, 47, 52]. However, this study also reported for
the first time the presence of Type 11 repeats in P/HRP3
and Type 19 repeats in two samples, which have only
been documented in Ethiopia [20]. The lower variabil-
ity of PfHRP3 observed in the samples analysed in this
study appears to coincide with the patterns described
in different geographical regions. Furthermore, the spe-
cific repeat motifs and their consistent patterns suggest
that recombination and mutational events may be more
constrained in the chromosomal region where pfhrp3 is
located compared with the region harboring pfhrp2.
There is some controversy regarding the effect that
antigen structure variability may have on the perfor-
mance of RDTs. Different studies have determined that
amino acid repeat number variations in PHRP2 may
determine the diagnostic outcome of RDT when para-
sitaemia is below a certain threshold (<200-250 para-
sites/pL) [26, 49, 52-54]. In contrast, other studies have
reported no such relationship [22, 25, 55]. In this study,
the results for P falciparum strains considered sensi-
tive to RDT (types A and B) according to the model of
Baker et al. [32, 36] showed that RDT positivity was con-
sistently observed at all parasite densities. However, the
classification of samples as non-sensitive (group C) did
not conform to Baker’s model. While one sample with a
negative microscopy result was also negative by RDT, two
samples that were negative by microscopy exhibited posi-
tive RDT results, which was an unexpected observation.
On the other hand, a significant correlation was observed
between amino acid sequence length and sample
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sensitivity according to Baker's model (p-value <0.001).
However, in view of the conflicting results with this
model, it cannot be stated with certainty that the number
of amino acids of PfHRP2 influences RDT performance;
further studies using P, falciparum-infected samples with
negative RDT results are needed.

Candidate epitopes to be recognized by the MAbs used in RDT
Notwithstanding the considerable genetic variability of
pffirp2 and pfhirp3, there appears to be a notable simi-
larity in the structure and organization of amino acid
repeats across diverse geographic regions [20]. This could
be attributed to the persistence of conserved epitopes for
PfHRP2 over time [56].

All epitopes were identified in P/HRP2, with the
exception of Genway. The prevalences and frequencies
observed per isolate were highly consistent with those
reported in other studies conducted in Ethiopia, Ghana,
Madagascar, PNG, and Central America [20, 50, 51, 57,
58]. Instead, the Genway “short” epitope was observed to
be present at a high prevalence (90%), which may indicate
that the presence of this epitope was underestimated due
to the discrepancy in the sequence of the minimal Gen-
way epitope in the Lee et al. publication [35].

In the study by Molina-de la Fuente et al. in Ethiopia,
epitopes with a higher frequency per isolate (3A4 and
C1-13) were more widely distributed on the surface of
PHRP2, thus increasing its accessibility to RDT MAbs
[20]. In this study, the most frequently identified epitopes
were 3A4 and C1-13. Therefore, it can be concluded that
RDTs using MAbs directed against these two epitopes
could enhance the accuracy of P falciparum detection.
Furthermore, the considerable number of epitopes iden-
tified validates the efficacy of PHRP2-RDTs for malaria
diagnosis in Angola. This is supported by other studies
that reported the presence of B falciparum in>97% of
malaria cases in various regions of the country [31, 59].

Notwithstanding the encouraging results of this study,
the RDT failed to correctly identify one sample. Upon
examination of the P/HRP2 sequence structure, the num-
ber of epitopes present was markedly lower (41 epitopes)
compared with the mean number of epitopes observed in
all samples (57 epitopes). This finding is consistent with
the statistical relationship observed between the num-
ber of epitopes per sequence and classification accord-
ing to Baker’s model (p-value<0.001) since that sample
belonged to type C. Moreover, the two epitopes most
accessible to MAbs were less represented (3A4=13 and
C1-13=13 epitopes) than the others (median 3A4=15
and median C1-13=18 epitopes). However, the limited
number of false-negatives we observed by RDT prevents
us from making definitive conclusions about the contri-
bution of each epitope to RDT performance.
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Regarding P/HRP3, epitopes 3A4 and 1E1-A9 were
observed in the majority of isolates, in accordance with
the findings of other studies conducted in Ethiopia and
Central America [20, 58]. The safety role of PHRP3 in
cases of partial pfhrp2 deletion may suggest that it would
only be effective when the PfHRP3 sequence contains
the linear epitopes most accessible to the MAbs of the
RDT (3A4 and C1-13). A high proportion of samples
presented the 3A4 epitope (90.24%), however, its median
frequency per isolate was relatively low (one epitope per
sequence), suggesting that it was not readily accessible
to RDT MAbs. Nevertheless, given the low prevalence
of epitopes in PfHRP3, it is plausible that RDT Mabs-
binding is derived from conformational and non-linear
epitopes [20].

Limitations of this study

Some limitations were identified in this study that could
affect the interpretation of the results. First, due to the
low number of samples analysed and the possibility of
polyclonal infections with different genetic profiles for
pfhrp2 and/or pfhrp3, some cases of exon 2 deletion in
pfhrp2 and/or pfhrp3 could have been missed [44]. On
the other hand, given the results of the exon 1-2 dele-
tions and the low parasitaemia observed in samples with
these mutations, it cannot be stated with certainty that
the proportion of partial deletions reported has not been
overestimated due to the low yield of PCRs amplitying
this genetic region. Moreover, the study did not strictly
follow WHO protocol for investigating pfhrp2 deletions.
This was because this research aimed to provide a gen-
eral overview of the status of pfhirp2 and pffirp3 in Cubal,
Angola, a region where no similar studies have been con-
ducted. These findings aim to inform future research
efforts on determining the true prevalence of pfhirp2 and
prhrp3 deletions in Angola. Regarding the protein study
and its implications for RDT performance, this study
only has data on the protein sequence of one RDT sample
with a false negative result; therefore, these statements
are merely indicative, and further studies including more
RDT cases with false negative results are needed to reach
solid conclusions.

Conclusions

This study has identified a significant number of dele-
tions in exon 1-2 of the pfhrp2 and pfhrp3 genes
in samples collected in Cubal (Angola). In contrast,
exon 2 was consistently present in all cases analysed.
In addition, valuable information has been provided
on the structural and organizational characteristics
of PAHRP2 and PHRP3, with particular emphasis on
the type and number of amino acid repeats observed.
The protein variability of PAHRP2 may have significant
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implications for RDT performance, although its
impact remains to be elucidated. The findings of this
study indicate that PfHRP2 variants present in P. fal-
ciparum populations in this region possess a substan-
tial number of potential epitopes for binding to MAbs
used in RDTs. However, it is imperative to maintain
continuous surveillance for possible deletions and/or
alterations in the pfhrp2 and pfhrp3 genes to ensure
the efficacy of these tests.
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Resumen
Antecedentes

La malaria contintia siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
Angola, donde P. falciparum es responsable de la mayoria de las infecciones. El uso
generalizado de AL como tratamiento de primera linea y de SP para el TPIe ejerce una
presion 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 prevencion. Este estudio analizo los
polimorfismos en los genes pfkl3, pfindri, pfdhfr y pfdhps en aislados de P. falciparum
procedentes de Cubal, provincia de Benguela, con el objetivo de evaluar la evolucion
genética del parasito bajo la presion de AL y SP.

Métodos

Se llevd 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 secuenciacion de los genes implicados en la
resistencia. Se determinaron las frecuencias de mutaciones y haplotipos asociados a
resistencia a antimalaricos.

Resultados

De las 120 secuencias de pfkl3, se detectaron mutaciones en 12 aislados (10%),
incluyendo cinco variantes no sindénimas; sin embargo, ninguna correspondio a
marcadores validados o candidatos de resistencia a artemisininas. En pfmdrl (100
secuencias), la mutacion mas prevalente fue Y184F (43%), mientras que N86Y fue rara
(1%) y D1246Y no se detectd. Ademas, se identificaron siete variantes adicionales en este

gen.

De los 101 aislados correctamente secuenciados para pfdhfr/pfdhps, el 77,2% presentaba
la triple mutacion de pfdhfr NS1I/C59R/S108N. En pfdhps, la mutacion A437G se
encontraba practicamente fijada (98%), K540E mostrd una prevalencia moderada (23,8%)
y A581G no se detect6. Los haplotipos mas frecuentes de pfdhps fueron ISGKAA (64,4%)
e ISGEAA (22,8%). El andlisis combinado de pfdhfr/pfdhps clasifico el 58,4% de los
aislados como “parcialmente resistentes” (IRNG) y el 17,8% como ‘“totalmente
resistentes” (IRNGE), sin detectarse haplotipos “superresistentes”. También se

1dentificaron mutaciones adicionales no asociadas a resistencia a SP.
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Conclusiones

Este estudio proporciona un perfil molecular actualizado de la resistencia a antimalaricos
en un area rural de Angola. No se identificaron marcadores validados ni candidatos en
pfkl3 asociados a resistencia a artemisininas. Sin embargo, la predominancia de
haplotipos de pfindrl 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 pfdhfi/pfdhps sugiere
posibles riesgos para su eficacia a largo plazo. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de
implementar sistemas integrados de vigilancia molecular y estudios periddicos de eficacia
terapéutica para orientar las politicas de control de la malaria en entornos rurales de
Angola.
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Abstract

Background Malaria remains a major cause of morbidity and mortality in Angola, where Plasmodium falciparum
accounts for most infections. The widespread use of artemether-lumefantrine (AL} as first-line treatment and sul-
fadoxine-pyrimethamine (SP) for intermittent preventive treatrent in pregnancy (IPTp) exerts selective pressure

on local parasite populations. Molecular surveillance of drug resistance markers is essential to monitor susceptibility
and anticipate changes that may influence treatment and prevention strategies. This study analyzed pfk13, pfmdrl,
pfdhfr, and pfdhps polymorphisms in P falciparum isolates from Cubal, Benguela province, to assess parasite genetic
evolution under AL and SP pressure.

Methods A cross-sectional study was conducted between 2022 and 2023 at Hospital Nossa Senhora da Paz (Cubal).
Atotal of 139 real-time PCR-confirmed E falciparum infections were included. Dried blood spot samples underwent
sequencing of the genes invalved in resistance. Mutation and haplotype frequencies associated with antimalarial
resistance were determined.

Results Among 120 pfk13 sequences, mutations were detected in 12 isolates (10%), including five nonsynony-
mous variants, but none corresponded to validated or candidate markers of artemisinin resistance. In pfmdr! (100
sequences), Y184F was the most prevalent mutation (43%), N86Y was rare (1%), and D1246Y was not detected. Seven
additional pfmdr 1 variants were identified.
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Introduction

Malaria remains a major global public health challenge,
disproportionately affecting sub-Saharan Africa. In 2024,
the World Health Organization (WHO) African Region
accounted for approximately 94% of global malaria cases
and 95% of malaria-related deaths [1]. Angola, located
in Central Africa, reported nearly 10 million cases and
16,500 deaths in 2024, ranking sixth in terms of inci-
dence and eighth in terms of morbidity caused by malaria
worldwide [1]. Despite advances in malaria control poli-
cies, the disease remains a leading cause of morbidity and
mortality in the country [2]. In 2022, 30% of all patients
seeking healthcare were diagnosed with malaria, 5% of
whom were diagnosed with severe malaria [3]. In 2011,
malaria was responsible for 35% of outpatient visits, 40%
of prenatal mortality, 25% of maternal mortality, and 35%
of child mortality [4]; these are the most recent national
data available.

The WHO strategy for malaria control emphasizes
prompt and accurate diagnosis, timely treatment, and
effective case management, complemented by preventive
measures, such as vector control and chemoprophylaxis
in vulnerable populations [5]. Currently, the first-line
treatment for uncomplicated Plasmodium falciparum
malaria consists of artemisinin-based combination ther-
apies (ACTs), while intravenous artesunate is recom-
mended for severe cases [6]. Sulfadoxine-pyrimethamine
(SP) is currently used as preventive therapy in areas with
moderate-to-high P falciparum transmission [7]. SP is
recommended for pregnant women as intermittent pre-
ventive treatment in pregnancy (IPTp) [1]. In infants, it is
administered as intermittent preventive treatment (IPTi),
while in children aged 3-59 months, it is combined with
amodiaquine (SP + AQ) for seasonal malaria chemopre-
vention (SMC) [8, 9]. Initially recommended for areas
of highly seasonal malaria transmission in the African
Sahel region, SMC is now progressively being extended

Of the 101 isolates correctly sequenced for pfdhfr/pfdhps, 77.2% carried the triple pfdhfr N511/C59R/S108N muta-
tion. In pfdhps, A437G was nearly fixed (98%), K540F showed moderate prevalence (23.8%), and A581G was absent.
The most common pfdhps haplotypes were ISGKAA (64.4%) and ISGEAA (22.8%). Combined pfdhfr/pfdhps profiles
classified 58.4% of isolates as “partially resistant” (IRNG) and 17.8% as “fully resistant” (IRNGE), with no "super-resistant”
haplotypes. Additional single mutations not associated with SP resistance were also detected.

Conclusions This study provides an updated molecular prafile of antimalarial resistance in a rural area of Angola. No
validated or candidate pfk13 markers of artemisinin resistance were identified. However, the predominance of pfmdr?
haplotypes linked to reduced lumefantrine susceptibility raises concerns regarding AL efficacy. Although SP remains
suitable for [PTp, the presence of the "fully resistant”haplotype (IRNGE) of pfdhfi/pfdhps highlight potential risks

to long-term effectiveness. These findings reinforce the need for integrated malecular surveillance and periodic thera-
peutic efficacy studies to guide malaria contral policies in rural Angola.

Keywords Plasmodium falciparum, Antimalarial resistance, pfki3, pfmdri, pfahfr/pfdhps, Artemether-lumefantrine,
Sulfadoxine-pyrimethamine, Treatment, Chemoprevention, Angola

to other endemic regions, where it has also demonstrated
substantial effectiveness [8, 9].

"The emergence of B falciparum resistance to antimalar-
ial drugs poses a major threat to malaria elimination [10].
Several molecular markers in the P falciparum genome
have been associated with resistance to artemisinins and
partner drugs in ACTs [11]. Among them, the propeller
domain of the pfkI3 gene has been identified as the pri-
mary marker of artemisinin resistance [12, 13]. Clinically,
this phenotype is defined by delayed parasite clearance
after artesunate or ACT administration [14]. In 2020, the
WHO reported more than 260 nonsynonymous muta-
tions in pfki3 [15], of which 13 have been validated and 9
proposed as candidate resistance markers [16]. In Africa,
and particularly in the southern and central regions,
increasing evidence indicates the independent emer-
gence of both validated and candidate pfki3 resistance
markers. Validated mutations such as R561H and the
C469Y have been reported in the Democratic Republic of
Congo (DRC) [17, 18] and M476l in Equatorial Guinea
[19]. Moreover, a recent study conducted in Zambia have
reported the presence of the candidate resistance marker
P441L [20]. Additionally, the A5785 mutation, the most
frequently observed across the continent and reported
in Central African countries [21], does not appear to be
directly associated with delayed clearance according to
some studies [22]. In Angola, available evidence indicates
a predominance of wild-type pfki3 parasites, suggesting
maintained susceptibility to artemisinins [23]; however,
isolated reports of validated resistance markers, includ-
ing R539T and P553L, have been described in imported
Angolan isolates [19, 24, 25]. Moreover, isolated cases of
delayed parasite clearance and occasional ACTs treat-
ment failure have been reported in different provinces of
Angola [23, 26-29].

The P, falciparum multidrug resistance 1 gene (pfimdri),
which encodes P-glycoprotein homolog 1 (Pgh-1) [30],
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harbors key polymorphisms—N86Y, Y184F $1034C,
N1042D, and DI1246Y—associated with resistance to
chloroquine, quinine, amodiaquine, lumefantrine, meflo-
quine, and piperaquine [31, 32]. The N86Y mutation is
associated with resistance to chloroquine and amodi-
aquine, although it increases sensitivity to lumefantrine
[32]. Y184F acts as a modulatory polymorphism that
influences resistance when combined with other muta-
tions; for example, the YFY haplotype (codons 86, 184,
and 1246) is associated with reduced sensitivity to amo-
diaquine [33]. Geographically, N86Y and Y184F are more
frequent in Asian and African isolates, whereas $1034C,
N1042D, and D1246Y are more common in South Amer-
ica [32]. In Angola, a near-complete predominance of the
wild-type N86 allele has been reported, a genetic back-
ground associated with reduced susceptibility to lume-
fantrine [23]. On the other hand, the pfindri D1246Y
mutation has recently been detected in countries in West
and Central Africa, including Guinea-Bissau, the DRC,
and Angola [34].

Mutations in pfdhfr and pfdhps are linked to reduced
sensitivity to SP [35]. In pfdhfr, substitutions C50R, N511,
C59R, S108N, and I1164L confer pyrimethamine resist-
ance, while in pfdhps, mutations S436A, A437G, K540E,
A581G, and A6135/T are associated with sulfadox-
ine resistance [36]. The triple mutant pfdhfr haplotype
(CIRNI) confers high-level pyrimethamine resistance,
further intensified by the quadruple mutant (CIRNL)
[37]. Regarding sulfadoxine resistance, the A437G muta-
tion plays a central role, either alone or in combina-
tion with K540E; however, the triple mutant haplotype
437G/540E/581G is more strongly associated with high-
level sulfadoxine resistance [38, 39]. The pfdhps 1431V
mutation, first described in 2009 [40], has been shown
through crystallographic modeling to potentially reduce
sulfadoxine binding and efficacy [41]. Initially detected in
Nigeria, it often co-occurs with mutations 436A, 437G,
581G, and 613S [40-42], and displays a mutually exclu-
sive distribution with K540E [38]. Until 2022, the WHO
advised against the use of SP in chemoprevention strate-
gies when the prevalence of K540E exceeded 50% for IPTi
and > 95% for IPTp [43, 44]; however, recent evidence
suggests SP remains effective even in high-prevalence
settings [45]. In contrast, areas where A581G prevalence
is>10% may not be suitable for IPTp interventions [46].
In Angola and neighboring countries such as the DRC,
resistance to SP is characterized by the near fixation of
pfdhfr mutations (N511, C59R, and S108N) and a high
prevalence of the pfdhps A437G mutation, while critical
high-level resistance markers such as pfdhps K540E and
A581G remain at low to moderate frequencies [47, 48].

In Angola, P falciparum accounts for more than 90%
of malaria cases across multiple provinces [49-51]. ACTs
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were adopted as first-line treatment for uncomplicated
malaria in 2004, with nationwide implementation of
artemether-lumefantrine (AL) completed between 2007
and 2008 [52]. Benguela province, located in the central-
western region of the country, reported a malaria trans-
mission rate of 181 cases per 1000 inhabitants in 2018
[53]. In a study conducted between May and July 2022
in the rural municipality of Cubal, Benguela province,
malaria prevalence in febrile patients reached 61.5%
using a combined diagnostic approach based on field
techniques (microscopy and rapid diagnostic test [RDT])
and real-time PCR. In that study, £2 falciparum was
identified in 100% of infections, followed by P. malariae
(13.95%) and P ovale (6.98%), detected as coinfections
with P falciparum [49]. The Hospital Nossa Senhora
da Paz (HNSP) of Cubal—a referral hospital that treats
around 22,000 patients annually and recorded a rate
of 8.3% of deaths caused by malaria between 2009 and
2013—has used AL as the standard first-line treatment
for uncomplicated malaria since 2012, following earlier
protocols based on oral quinine plus clindamycin [54].
AL is the standard first-line treatment for uncomplicated
malaria in Cubal and is therefore considered the main
source of antimalarial selective pressure in this munici-
pality. Similarly, national malaria control policies recom-
mend the use of SP for [PTp across all transmission areas
[2]. Despite having increased in recent years, IPTp cover-
age remains low in Angola, where only 31% of pregnant
women received >3 doses in 2023-2024 [55]. On the
other hand, IPTi or SMC campaigns targeting children
have not vet been implemented in Angola [47], including
Benguela province [56]. Moreover, no studies assessing
the feasibility or effectiveness of these interventions have
been conducted in rural areas, such as Cubal.

This study aimed to determine the frequency of muta-
tions in key resistance-associated genes (pfki3, pfindri,
pfdhfr, and pfdhps) and to characterize the molecular
registance profile related to AL and SP in the municipal-
ity of Cubal, Benguela province.

Material and methods
Study design
A cross-sectional, descriptive, convenience-based study
was conducted between May and July 2022 and May
2023 at the HNSP of Cubal, in the east-central area of
Benguela province, Angola (Fig. 1). Cubal has an esti-
mated population of 300,000 inhabitants, is classified as
a mesoendemic malaria area, and has a tropical climate
with a low-transmission dry season (June—October) and
a high-transmission rainy season (November—May) [50,
53, 54].

A total of 139 dried blood spot (DBS) samples, in which
P. falciparum infection had been confirmed by real-time
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Fig. 1 Geographical location of the Hospital Nossa Senhora da Paz (HNSP). A Map of the African continent with Angola highlighted. B Map
of Angola with Benguela province highlighted. € Municipalities of Benguela province, indicating the location of HNSP in the municipality of Cubal.
The map was created using the free software Datawrapper (https://app.datawrapper.de/select/map) and Microsoft PowerPoint

PCR at the clinical laboratories of Vall d’'Hebron Univer-
sity Hospital (HUVH, Barcelona, Spain), were analyzed
[49]. The samples were obtained from febrile patients
with suspected malaria who presented to the emergency
department of the HNSP. Sampling was conducted in two
campaigns: 86 samples were collected between May and
July 2022, and 53 samples in May 2023. These sampling
periods coincide with the transition from the end of the
rainy season to the onset of the dry season, allowing the
assessment of resistance marker dynamics during a phase
of changing transmission intensity. Patients of all ages
were included. The samples were sent to the HUVH for
further molecular analysis. All samples were transported,
stored, and processed under identical conditions, regard-
less of the sampling period.

Sample size calculation

The adequacy of the sample size was assessed using the
standard formula for estimating proportions in cross-
sectional studies, assuming a confidence level of 95%.
The expected prevalences for resistance markers were
obtained from data published in the study by Sitali et al.
conducted in the Zambia [10]. A margin of error of 5%

was applied for low- and moderate-prevalence muta-
tions, while a wider margin of 7-9% was considered
acceptable for high-prevalence markers, given the study’s
objective of identifying dominant or quasi-fixed resist-
ance patterns. Under these assumptions, the number of
samples successfully genotyped for each gene was suf-
ficient to reliably characterize the molecular resistance
profile in the study area.

Sample collection, diagnosis, and DNA extraction

Samples collected between May and July 2022 were
obtained from venous blood by venipuncture, with 10 uL
spotted onto each circle of Whatman 903™ filter paper
cards (GE Healthcare Life Sciences, Cardiff, UK) for DBS
preparation [49]. In May 2023, samples were obtained
from capillary blood by finger prick, with whole circles of
filter paper inoculated directly (each circle corresponding
to 50 pL of blood). All filter paper cards were air dried for
24 h at room temperature and stored at 4 °C until ship-
ment to the HUVH, where they were subsequently pre-
served at—20 °C until molecular analysis [49]. Despite
differences in sample collection, a comparable DBS
volume (~20 pL) was used for DNA extraction in both
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campaigns, ensuring result comparability; moreover, the
analyses were based on nucleotide sequences, which are
independent of the collection and extraction methods.
Field diagnosis of malaria (microscopy and RDT
[STANDARD"™ Q Malaria Pf/Pan Ag test, SD Biosensor,
Republic of Korea, targeting P/HRP2 and panmalarial
pLDH]), DNA extraction from approximately 20 pL of
blood per sample (obtained from two 10 pL spots in the
first survey or from half a spot in the second), molecular
detection of Plasmodium spp., and confirmation of P. fal-
ciparum infection by real-time PCR were performed fol-
lowing the procedures described by Mediavilla et al. [49].

Amplification, sequencing, and gene analysis
Amplification of the pfkl3, pfmdrl, and pfdhfr!/pfdhps
genes was performed according to the protocols
described by Ariey et al. [13], Li et al. [57], and Pearce
et al. [58], respectively, with minor meodifications. The
primers used and PCR conditions for each reaction are
detailed in Table S1 (Additional file 1). All PCR reac-
tions were performed using SimpliAmp thermocyclers
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). Amplicons from each genetic region were visual-
ized on 1.5% agarose gels stained with CondaSafe Stain
(Condalab, Madrid, Spain). The amplified samples for
each gene were purified using Illustra”™ Exoprostar” 1
Step Kit {Avantor Science Central, Radnor, USA). They
were sequenced using Sanger technology with the for-
ward and reverse primers from the nested PCRs cor-
responding to each genetic fragment, following the
protocol described by Molina-de la Fuente et al. [59].

Polymorphism analysis was performed on the obtained
sequences using BioEdit v7.7.1 and compared to the ref-
erence sequence of the 3D7 clone. For pfki3, all detected
mutations were evaluated and assessed for their cor-
respondence to validated or candidate variants associ-
ated with artemisinin partial resistance, according to the
WHO list [16]. For the other genes, all detected muta-
tions were recorded, with the analysis focusing on stand-
ard resistance-associated codons in pfindri, pfdhfr, and
pfdhps, as described by Martin-Ramirez et al. [60]. Sam-
ples in which the electropherograms showed peaks cor-
responding to different bases in the same position were
classified as polyclonal infections.

SP resistance was classified according to the scheme
proposed by Naidoo et al. [39]: “partially resistant’,
defined by the combination of pfdhfr 511/59R/108N with
pfdhps 437G (alone or together with 436 A), correspond-
ing to the IRNG haplotype; “fully resistant’, when pfdhfr
511/59R/108N is combined with pfdhps 437G/540E, cor-
responding to the IRNGE haplotype; and “super-resist-
ant’; defined by pfdhfr 511/59R/108N associated with
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pfdhps 437G/540E/581G and/or the pfdhfr 164L muta-
tion, corresponding to the IRNGEG haplotype [39].

When describing the different haplotypes for the
pfmdrl and pfdhfr/pfdhps genes, if a single nucleotide
polymorphism (SNP) was identified within a polyclonal
infection—i.e., a mixed infection involving both wild-
type and mutant P falciparum populations—the hap-
lotype considered for analysis was that of the mutant
type. This approach was adopted because mutant alleles
are commonly associated with antimalarial resistance
and, in practice, such infections are likely to behave as
drug-resistant.

Statistical analysis

Mutation and haplotype prevalences for each gene were
calculated as the proportion of samples carrying the
mutation relative to the total number of successfully gen-
otyped samples. Qualitative variables were expressed as
percentages and absolute frequencies, while quantitative
variables were described using the mean or median and
the standard deviation (SD) or interquartile range (IQR),
depending on their distribution,

Results

Characteristics of the study population

A total of 139 participants positive for P falcipa-
rum by real-time PCR were included in the study, of
whom 78 (56.1%) were women, 42/139 (30.2%) were
minors (<18 years), and the median age was 9 years
(IQR=2-20.5).

Malaria diagnosis

Among the 139 PCR-confirmed malaria cases, 97/139
(69.8%) were positive by microscopy and 116/139 (83.5%)
by RDT. The median parasite density determined by
microscopy was 3,331 (IQR=674-16,928) parasites/
pL. Molecular species identification by real-time PCR
showed that 117/139 (84.2%) were single P. falciparum
infections, 14/139 (10.1%) were mixed infections with P
falciparum + P malariae, 6/139 (4.3%) were mixed infec-
tions with £ falciparum+ P ovale, and 2/139 (1.4%) were
triple infections with all three species.

Molecular markers analysis

pfk13

A total of 120/139 (86.3%) samples were successfully
sequenced for pfk13. All sequences were submitted to
the GenBank database (accession numbers: PX469096—
PX469215). SNPs were detected in 12 (10%) of the sam-
ples, of which 6/12 (50%) were synonymous mutations.
None of the SNPs corresponded to WHQO-validated or
candidate mutations associated with partial artemisinin
resistance [16]. However, 5/12 (41.7%) were located
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within five codons of regions where mutations are
known to confer resistance. In addition, 9/12 (75%) of the
SNPs were observed in mixed infections together with
wild-type P falciparum populations (Additional file 2).
Table 1 summarizes the mutations identified in the pfk13
sequences, along with their main characteristics.

pfmdr1

A total of 100/139 (71.9%) pfimdrl samples were suc-
cessfully amplified and sequenced. All sequences were
submitted to the GenBank database (accession num-
bers: PX469216—PX469315 and PX469316—PX469415).
Among the markers associated with resistance to anti-
malarial drugs, the wild-type N86 allele was detected in
all isolates. The only sample in which the N86Y mutation
was observed was found in the form of a polyclonal infec-
tion together with the wild-type, and the Y184F mutation
in 43/100 (43%) samples, of which 20/43 (46.5%) were
mixed infections with the wild-type (Table 2; Additional
file 3). The wild-type haplotype NEYSNVD was found in
57/100 (57%) isolates, the single mutant haplotype NEE-
SNVD in 42/100 (42%), and the double mutant haplotype
YEFSNVD in only 1/100 (1%) cases (Fig. 2).

pfdhfr/pfdhps

A total of 101/139 (72.7%) samples were successfully
sequenced for both pfdhfr and pfdhps. All sequences
were submitted to the GenBank database (accession

Table 1 Mutations detected in pfki3 (n=120)

Codon Ne Wild- Wild-type amine  Mutant codon Mutant
type acid Amino acid
Codon

459 TCG Serine TCA Serine

511 [AT [yrosine [AC Iyrosine

573 ACC Threoning AGC Serine

578 GCT Alanine GCC Alanine

581 Grl Valine GCl Alanine

589 GTC Valine ATC Isoleucing

013 CAA Glutamine GAA Glutamate

613 CAA Glutamine CAG Glutamine

627 GCT Alanine GCC Alanine

645 AAC Asparagine AAT Asparagine

695 TCA Serine ACA Threcnine
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numbers: PX469416—PX469516 and PX469517—
PX469617). In pfdhfr, the N51I and S108N muta-
tions were detected in 101/101 (100%) isolates, while
C59R was found in 78/101 (77.2%), and [164L was not
detected in any sample (Fig. 3). The C59R mutation
appeared as a mixed infection with the wild-type in
15/78 (19.2%) cases, and N51I did so in only one case.
An additional mutation, L56R, not associated with
pyrimethamine resistance, was detected in one sample
as a polyclonal infection (Additional file 4). The triple
mutant haplotype pfdhfr IRNI was observed in 78/101
(77.2%) isolates, while the double mutant haplotype
ICNI was present in 23/101 (22.8%) (Table 3).

In pfdhps, the most frequent mutation was A437G,
found in 99/101 (98%) isolates, followed by K540F in
24/101 (23.8%) and S$436A in 11/101 (10.9%). Muta-
tions 1431V, A581G, and A613S were not detected in
any isolate (Fig. 3). S436A occurred as a mixed infec-
tion with the wild-type in 5/11 (45.5%) cases, K540E
in 7/24 (29.2%), and A437G in 2/99 (2%). The D598N
mutation, not associated with sulfadoxine resistance,
was observed in one isolate as a polyclonal infection
(Additional file 5). The mutant haplotype ISGKAA
was the most prevalent, detected in 65/101 (64.4%)
isolates, followed by ISGEAA in 23/101 (22.8%), IAG-
KAA in 10/101 (9.9%), the wild-type ISAKAA in 2/101
(2%), and the triple mutant [AGEAA in a single isolate
(0.99%) (Table 3).

Mutation Synonymous/  Near region Ne of Polyclonal
Non- implying isolates n infection
synenymous resistance (<5 (%) Wild-type/

codons) ? mutated
n (%)°

54595 Yes Yes 1(0.8) (o)
(N458Y)

Y511Y Yes Yes 1(08) 1100
(R515K)

T573S No Yas 1(0.8) 1(100)
(P574L)

AS78A Yes Yes 1{08) 1(100)
(P574L/C580Y)

V5BTA No Yes 1(08) 1(100)
(C580Y)

V5891 No No 1{0.8) (eX(8)]

QB13E No No 2(1.7) 2(100)

Q6130 Yes No 1(08) e

AE2TA Yes No 1(0.8) 1(100)

NE45N Yes No 1(0.8) 1{(100)

5695T No No 1(0.8) 1(100)

#Validated mutations (bold} or candidate mutations (italics) whose affected codens are located within five positions of the identified SNPs

 Number of mutations detected in coinfection with the wild-type allele at the same position (polyclonal infections). The proportion of polyclonal infections relative to

the total number of isolates carrying each mutation is shown in parentheses
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Table 2 Frequency of SNPs identified in pfmdri (n=100)

Mutation Ne of isolates Polyclonal
n (%) infection
Wild-type/
mutated
n(%)?
Resistant mutations N8&Y (M 1000
E130K 0O -
Y184F 43 (43) 20 (46.5)
51034C 0O -
N1042D 0 -
V11091 AR -
D124sY 0 -
Non-resistant mutations Y87C 1) 10100
F103l 1 00
D156N (1) 1(100)
Q1610 1 1(100)
N2135 11 10100)
T1069T 6(6) 2(333)
G1113D 242 1(50)
P1142P 22 2(100)
NT148N {1 1(100)
F1194L 1(1) 0(0)
N1227N 2(2) 2100
D12360D 1(1) 1(100)
112601 (1) 1(100)

2 Number of mutations detected in coinfection with the wild-type allele at the
same position (polyclonal infections). The proportion of polyclonal infections
relative to the total number of isolates carrying each mutation is shown in
parentheses

%

® YEFSNVD
NEFSNVD
NEYSNVD

42

57

Fig. 2 Frequency of pfmdr! haplotypes (n=100). The graph

shows the proportions of the three pfmdri haplotypes identified

in the sequences analyzed: wild-type haplotype INEYSNYDY), single
mutant haplotype (NEFSNVD), and double mutant haplotype
(YEFSNVD), Each letter corresponds to an amino acid at the positions
associaled with resistance (86, 130, 184, 1034, 1042, 1109, and 1246)
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Table 3 shows the combined pfdhfr and pfdhps hap-
lotypes used for SP resistance classification. A total of
18/101 (17.8%) isolates were classified as “fully resist-
ant” (IRNGE) and 59/101 (58.4%) as “partially resistant”
(IRNG). No “super-resistant” haplotypes (IRNGEG)
were identified. Only one sample presented the pfdhfr
IRNI haplotype without any associated pfdhps mutations
(IRNIISAKAA).

Discussion

Malaria, caused predominantly by P. falciparum, remains
a major public health problem in Angola, where treat-
ment of uncomplicated cases relies mainly on ACTs,
particularly AL and artesunate-amodiaquine (ASAQ)
[2, 23]. SP is also used for IPTp (2, 47]. Given the lim-
ited and geographically fragmented data on molecular
markers of antimalarial resistance in Angola—especially
in rural areas of Benguela province—this study provides
new molecular evidence on resistance patterns to ACTs
and SP through the analysis of pfki3, pfimdri, pfdhfr,
and pfdhps markers, in the rural municipality of Cubal,
Benguela.

Since the adoption of ACTs (AL, Coartem®, Novartis,
Basel) as first-line treatment in Angola between 2004—
2008 [52], concerns have been raised about the poten-
tial selection of pfkl3 mutations under sustained drug
pressure, Previous reports have identified pfki3 muta-
tions not linked to artemisinin resistance in the prov-
inces of Zaire [26, 29], Lunda Sul [26], and Huambo [61].
Imported cases from Angola to China have revealed the
presence of pfkl3 mutations, including the WHO-vali-
dated resistance markers R539T and P553L [19, 24, 25],
as well as other variants not currently associated with
artemisinin resistance [62, 63]. In the present study, five
nonsynonymous pfki3 mutations were identified, none
of which correspond to validated or candidate markers
of artemisinin resistance. Notably, mutation V5891 and
Q613E—also described in imported cases from Angola
[19, 24, 25, 63]—were observed. Moreover, the detection
of these nonsynonymous variants, in combination with
reports of declining AL efficacy in Angola [23, 26, 29,
34, 64], emphasizes the importance for further studies to
assess the potential association of SNPs, including T573S,
V581A, and Q613E, with artemisinin partial resistance,
which has not yet been investigated for these markers. By
contrast, the A578S mutation—widespread across Africa
but not linked to resistance, present in countries such as
DRC, Republic of Congo, Equatorial Guinea, and Gabon
[21]—was absent in our cohort, despite being reported in
other Angolan provinces [26, 29, 61]. Interestingly, a syn-
onymous substitution at the same position (A578A) was
identified in a Cubal isolate, suggesting that this locus
may be particularly prone to genetic modifications.
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Fig. 3 Frequency of SNPs identified in pfdhfr and pidhps. The graph shows the proportion of isolates carrying molecular markers associated
with pyrimethamine resistance (pfdhfr: N511, C59R, 5108N, and 1164L) and sulfadoxine resistance (pfdhps: 1431V, S436A, A437G, K540E, AS81G,
and A6135). Numbers in parentheses indicate the number of isolates with each mutation relative to the total number of sequences analyzed

(n=101)

Table 3 Frequency of combined pfdhfr/pfdhps haplatypes

(n=101)

Haplotypes * Type of resistance®  No of isolates n (%)
IRNI-IAGEAA Fully 111
IRNI-ISGEAA Fully 17(16.8)
IRNI-|AGKAA Partial 379
IRNI-ISGKAA Partial 51(50.5)
IRNI-ISAKAA - m
ICNI-ISGEAA - 6(5.9)
ICNI-AGKAA - 2(2)
ICNI-ISGKAA - 14(13.9)
ICNI-ISAKAA - 1M

@ Each letter indicates the amino acid present in the sequences at the
corresponding positions (pfdhfr: codons 51, 59, 108, and 164; pfdhps: codons
431,436,437, 540, 581, and 613). Bold letters represent mutations, while non-
bold letters correspond to the wild-type

b Type of sulfadoxine-pyrimethamine (SP) resistance according to the
classification established by Naidoo et al.[39]

In this study, pfmdr1 analysis—relevant for susceptibil-
ity to lumefantrine and amodiaquine [32] —showed a very
low prevalence of N86Y (1%), a high prevalence of Y184F
(43%), and no mutations at codon 1246, Accordingly, the

dominant haplotypes were NFD and NYD, which have
previously been associated with AL treatment failures
in Angola [23, 26, 56]. In Cubal, the high frequency of
Y184F combined with wild-type N86 and D1246 sug-
gests selection of AL-tolerant parasites, consistent with
reduced lumefantrine susceptibility reported in other
provinces [23, 26, 64]. At the same time, these haplo-
types are associated with increased sensitivity to amodi-
aquine, in line with the favorable performance of ASAQ
in Angola [26, 64]. Nevertheless, despite this advantage,
AL has been prioritized over ASAQ due to the latter’s
adverse effects and poor adherence in real-world prac-
tice [65]. The genetic profile observed highlights the need
for therapeutic efficacy studies in rural settings such as
Cubal—ideally conducted every two years—to assess AL
performance in relation to the local pfindri background.
SP was withdrawn as first-line malaria treatment in
Angola in 2006 due to widespread resistance and is cur-
rently used exclusively for chemoprevention, mainly
in IPTp [47]. In Cubal, fixation of the triple pfdhfr
mutant IRNI was observed, together with a very high
prevalence of pfdhps A437G (98.0%) and a moderate
prevalence of K540E (23.8%). No A581G mutations or
“super-resistant” haplotypes were detected, indicating
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that SP remains a viable preventive option in this rural
setting. These findings are consistent with data from
Benguela, Lunda Sul, and Zaire (2019), where K540E
prevalence was low (10-14%) and A581G was either
absent (Benguela, Lunda Sul) or <5% (Zaire) [47]. Both
values remain well below WHO thresholds (> 95% for
K540E and >10% for A581G) that would compromise
IPTp efficacy [44, 46]. Earlier surveys in Luanda and
Lubango (2007-2011) reported a K540E prevalence of
6-11.7% and isolated cases of A581G (7%) [66-68]. The
temporal increase in K540E prevalence from 2007 to
the present suggests that ongoing SP use for IPTp may
be exerting selective pressure favoring “fully resistant”
parasites. If this trend continues and combines with the
emergence of A581G—already reported in other prov-
inces—the long-term effectiveness of SP-based preven-
tive interventions in Angola could be compromised.
For now, however, the absence of “super-resistant” hap-
lotypes in Cubal supports the continued use of SP in
maternal prevention programs.

The situation in Angola contrasts with that in East
Africa, where the emergence of “super-resistant” para-
sites—particularly those carrying A581G at prevalences
exceeding 40%—has severely compromised IPTp-SP effi-
cacy, as in Uganda and Tanzania [39]. In comparison,
Angola has a profile more similar to that of West and
Central African countries. In Cubal, while the majority
of isolates carried “partially resistant” haplotypes (58.4%),
“fully resistant” parasites were detected at a significant
frequency (17.8%). This places Angola between the sce-
narios in Nigeria or Ghana, where total resistance is
rare and K540E is nearly absent [60, 69], and Equatorial
Guinea, where partial resistance coexists with emerging
foci of fully or even super-resistant haplotypes [36].

The molecular profile observed also suggests that SP-
based chemoprevention could be considered for other
strategies, such as IPTi or SMC in children, particularly
in combination with amodiaquine, given the absence of
pfimdrl resistance markers to this drug. Evidence from
countries in the Sahel [8], and others such as South
Sudan [9] has shown that SMC with SP+AQ signifi-
cantly reduces childhood malaria, even in settings with
moderate SP resistance, suggesting its potential potential
applicability in Angola. However, continued SP use exerts
selective pressure on P falciparum [38]. The presence
of a substantial proportion of “fully resistant” isolates in
Cubal highlights the need for strengthened surveillance.
Regular monitoring of molecular resistance markers,
complemented by therapeutic efficacy studies, would be
essential to detect early increases in key mutations such
as K540E, A581G, or pfdhfr [164L and to ensure the sus-
tained effectiveness of SP-based preventive interventions
(39].

Page9of 12

Limitations of this study

A limitation of this study is the absence of correlation
analyses between the molecular markers detected and
in vivo or in vitro phenotypes. Such analyses could con-
tribute to a better understanding of the potential func-
tional role of the pfk!3 mutations identified as markers
of artemisinin resistance in Angola, as well as provide
additional insight into lumefantrine response in the study
area and its possible association with the pfrndrl geno-
types detected. Future studies integrating molecular find-
ings with therapeutic efficacy data will be necessary to
better assess the clinical relevance of the variants iden-
tified. In addition, the variation in pfmdrl copy number,
a factor associated with susceptibility to AL and poten-
tial influence on treatment efficacy [27], was not ana-
lyzed due to methodological and resource limitations.
Polyclonal infections were operationally defined based
on the presence of double peaks in Sanger sequencing
electropherograms, as no genotyping or multiplicity of
infection analyses were performed, which may have led
to an underestimation of within-host parasite diversity.
Another limitation was that participant recruitment
took place at the end of the rainy season and the begin-
ning of the dry season, which may have influenced para-
site diversity and the observed prevalence of resistance
markers; therefore, conducting similar studies during the
high-transmission season is recommended to better cap-
ture seasonal variation.

Conclusions

This study provides updated information on the genetic
profile of P. falciparum with respect to molecular mark-
ers associated with antimalarial drug resistance in the
rural municipality of Cubal, Benguela province, Angola.
The absence of validated or candidate pfkI3 markers of
artemisinin resistance suggests that partial resistance
has not yet emerged in this setting, while the patterns
observed in pfimdri and in the pfdhfr/pfdhps genes reflect
sustained selective pressure by the antimalarial drugs
currently used in the country.

The molecular profiles identified are consistent with
a context in which AL, used as first-line curative treat-
ment, and SP, currently deployed for chemoprevention
in pregnant women, remain operationally effective,
although early warning signals warrant continued vig-
ilance. In this context, the resistance profile observed
for SP supports its continued use in IPTp and suggests
that the implementation of additional chemopreven-
tion strategies, such as IPTi and/or SMC in children,
should be considered in Angola. Overall, these findings
emphasize the selective pressure exerted by AL and SP
on local P falciparum populations and highlight the
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importance of sustained, integrated molecular surveil-
lance, complemented by periodic therapeutic efficacy
studies, to detect early changes in drug susceptibility
and support timely, evidence-based malaria control and
prevention strategies in rural Angola.
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6. Discusion

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 diagnostico molecular y de la caracterizacion genética de P. falciparum
al conocimiento de la malaria en el municipio de Cubal (Angola).

6.1.  Diagnostico molecular de la malaria y estrategias de deteccion en

contextos endémicos y rurales como Cubal

En regiones de AS con elevada carga de malaria como Angola, un diagndstico temprano
y preciso constituye un elemento clave para reducir la morbimortalidad, proporcionar un
manejo clinico adecuado a cada paciente e interrumpir la transmision mediante la

aplicacion de un tratamiento adecuado y seguro [208].

Tradicionalmente, el diagnostico de la malaria se ha centrado en el uso de la microscopia,
que continda siendo la técnica gold standard en contextos endémicos, y las PDR, cuyas
limitaciones se acentan en escenarios donde se requiere un control mas exhaustivo de la
enfermedad [209]. La PCR en tiempo real se propone como una herramienta
complementaria de alto rendimiento, capaz de detectar las infecciones submicroscdpicas
y de mejorar la identificacion de especies e infecciones mixtas [210]. Ademas, permite
una aproximacion indirecta a la determinacion de la carga parasitaria [211]. Por lo que es
una herramienta ideal tanto en el &mbito clinico como en la investigacion epidemioldgica
[212].

6.1.1. PCR en tiempo real para el diagndstico e identificacion de especies de

Plasmodium en Cubal

El andlisis del rendimiento de la PCR en tiempo real en pacientes febriles en Cubal sugiere
una mejora en la deteccion de casos de malaria también en regiones endémicas,
especialmente cuando se compara con los métodos diagnosticos convencionales. La PCR
mostré una mayor capacidad para detectar infecciones que el examen microscopico 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,
detectd una menor proporcion de casos que la PDR (49%). Ademas, en comparacion con
la PDR, la PCR presenté mayor especificidad (72,9% y 82,7%, respectivamente) [93],
teniendo en cuenta que las PDR pueden verse condicionadas por la persistencia del
antigeno PfHRP2 en sangre tras una infeccion pasada [85].
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Uno de los hallazgos mas relevantes fue la capacidad de la PCR para identificar
infecciones submicroscépicas, elevando la tasa de positividad del 33,5% (microscopia) al
39,5% (PCR) e identificando un 6,5% (13/200) de casos positivos exclusivamente por la
técnica molecular en relacion a las técnicas convencionales (microscopia y PDR). Esta
superioridad diagnodstica se fundamenta en su bajo limite de deteccion (< 0,5-5
parasitos/uL) [81] frente a los 50-100 parasitos/uL. de la microscopia realizada por un
microscopista experto [209] o a los 163 parasitos/uL 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
microscopia y PDR. Estos resultados son consistentes con otros estudios realizados en
Guinea Ecuatorial [213,214] y la RDC [214], en los cuales se confirmé 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 transmision en Cubal, donde una proporcion significativa de la poblacion
febril puede albergar parasitemias bajas con potencial para continuar la cadena de
transmision [59]. Ademas, si esta poblacion no recibe tratamiento como consecuencia del
infradiagnostico de las técnicas convencionales puede desembocar en una evolucion

desfavorable de la enfermedad y la aparicion de formas graves [81].

La PCR permitio identificar la gran mayoria de las especies de Plasmodium causantes de
la infeccion, incluyendo las especies no falciparum como P. malariae y P. ovale, asi como
la deteccion de infecciones mixtas, habitualmente no detectadas mediante microscopia
[90]. Por ultimo, se utilizaron los valores de Ct para dar una aproximacion indirecta de la
densidad parasitaria, observandose una correlacion lineal negativa significativa (r = -0,5,
P-valor < 0,001) donde menores valores de Ct correspondian a mayores densidades
parasitarias determinadas por microscopia, permitiendo diferenciar eficientemente entre
las infecciones de baja o alta intensidad. Esta caracteristica, 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 clinico como para estudios

epidemiologicos [215,216].

Las discrepancias observadas entre las tres técnicas diagndsticas 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 PHRP2 hasta varias semanas después de la curacion
clinica [85], ademas de por la posible degradacion del ADN en los eluidos transportados.
Sin embargo, los 11 casos positivos por microscopia y negativos por PCR podrian deberse

113



al factor subjetivo de la observacion microscopica y la presencia de artefactos en la
preparacion de la muestra que induzcan a error [217]. Por el contrario, se observo una
menor discordancia de resultados positivos por PCR y negativos por PDR (14 muestras).
Teoricamente, la posible degradacion del ADN parasitario se produjo durante el
transporte de los eluidos desde Cubal al HUVH de Barcelona. La imposibilidad de
mantener la cadena de frio en todo momento, ademas de un transporte o almacenamiento
inadecuado puede causar la degradacién del ADN y derivar en falsos negativos por PCR
[91]. A ello se le suma la utilizacion 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
mayoria, infecciones submicroscopicas con cargas parasitarias inferiores al limite de
deteccion de la gota gruesa o de las PDR [81]. En estos casos, la calidad del ADN fue
suficiente para su amplificaciéon mediante PCR. No obstante, en el momento del analisis
aun no podia descartarse que parte de los falsos negativos por PDR estuvieran
relacionados con la presencia de deleciones en los genes pfhrp2/pfhrp3 [219]. Esta
hipotesis motivo la realizacion posterior de un estudio especifico para evaluar la

frecuencia de dichas deleciones en Cubal.

En cuanto a la identificacion de las infecciones mixtas, la frecuencia observada (15,6%)
supero la esperada estadisticamente (7,2%) si siguiese una distribucion aleatoria de las
diferentes especies en la poblacion. Este hallazgo sugiere la existencia de factores
biolégicos, epidemioldgicos y conductuales que favorecen la coinfeccion, como las
diferencias individuales en la exposicién a los vectores o en la susceptibilidad del
huésped. Asimismo, una mayor utilizacion de los servicios sanitarios por parte de
pacientes con cuadros clinicos mas graves podria contribuir a explicar esta asociacion, ya
que las infecciones mixtas podrian generar una sintomatologia mas intensa y, por tanto,
una mayor probabilidad de consulta y diagnostico [220,221]. En este tltimo aspecto cabe
destacar el predominio de las coinfecciones por P. falciparum 'y P. malariae, en las cuales
mediante el analisis indirecto de la parasitemia por PCR se pudo observar un efecto
sinérgico en cuanto a las densidades parasitarias de una y otra especie cuando actian de
forma conjunta, especialmente en el caso de P. malariae [220]. Este hallazgo podria estar
relacionado con la biologia particular de esta especie, capaz de establecer infecciones de
curso mas cronico, con bajas densidades parasitarias y frecuentemente con un cuadro
clinico leve [40]. La adquisicion posterior de P. falciparum podria favorecer la aparicion
de sintomatologia clinica y provocar un aumento relativo de la densidad parasitaria de P.

malariae al modificar la interaccion previa huésped-parasito, lo que pondria de relieve la

114



complejidad clinica y biologica de las infecciones mixtas. Estas interacciones pueden
influir tanto en la presentacion clinica como en la evolucion de la infeccion. Ademas, el
infradiagnostico de las infecciones mixtas mediante microscopia o PDR podria 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 impediria un seguimiento adecuado de estas infecciones y llevaria

a subestimar su contribucion a la epidemiologia local [59].

Desde una perspectiva global, los resultados confirmaron que la PCR permite obtener una
estimacion mas precisa de la carga real de malaria en la poblacién estudiada que el resto
de técnicas diagnosticas, siempre y cuando se lleve a cabo bajo unas condiciones de
conservacion y transporte adecuadas al tipo de muestra [91]. Mientras que la microscopia
tiende a infraestimar la prevalencia debido a su alto limite de deteccion (80 parasitos uL.
en este estudio), las PDR pueden sobreestimarla en determinados contextos por la
persistencia antigénica [222]. Es por ello que, la incorporacion de técnicas moleculares
mejora la confirmacion diagnostica, reduce la probabilidad de resultados falsos negativos
y positivos, contribuye a un manejo clinico mas adecuado al asegurar la identificacion de
las especies implicadas, y permite conocer la distribucion real de especies en un area
determinada [223].

Estos hallazgos fueron coherentes con estudios realizados en otros paises de AS, donde
se ha descrito la sensibilidad superior de la PCR frente a la microscopia 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 hipdtesis es que estas diferencias pudieron deberse
principalmente a la degradacion 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 implementacion de la PCR en tiempo real en Cubal presenta serias
dificultades. Su dependencia de infraestructuras especializadas impide su uso como
herramienta de primera linea en entornos con recursos limitados [59,229]. Ademas, las
dificultades logisticas asociadas al transporte y conservacion de muestras, las cuales nos
llevaron a hipotetizar la degradacion 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 facil aplicabilidad para
implementar la PCR en tiempo real en estudios de investigacion y vigilancia
epidemiologica en entornos rurales de Angola [89]. Por otro lado, la técnica LAMP surge
como una solucion diagnostica adaptada al punto de atencion (point of care), ya que
permite un diagnostico altamente sensible sin la necesidad de equipamiento especifico
como termocicladores. Un estudio previo llevado a cabo en Cubal [93] mostro resultados
prometedores para la implementacion del diagnoéstico molecular de malaria en

laboratorios rurales con recursos limitados.

6.1.2. Evaluacion de las DBS para el diagnostico 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 diagnodstico, en las que la PDR parecia superar a la PCR en tiempo real
realizada a partir de ADN extraido in sifu [206]. Este hallazgo llevd a replantear las
condiciones preanaliticas del proceso, sugiriendo como hipdtesis la degradacion del ADN
parasitario durante el transporte del HNSP al HUVH. Por ello, se plante6 validar el uso
del DBS como una estrategia para resolver esta limitacion y favorecer la aplicabilidad real

del diagndstico molecular en entornos rurales como Cubal.

La primera fase de optimizacion, realizada en el HUVH utilizando muestras de pacientes
con malaria y controles de calidad que simulaban sangre infectada, confirmé que el
volumen de sangre depositado en el papel de filtro constituye un factor clave en la
sensibilidad analitica de la PCR, como ya se describi en estudios anteriores [230,231].
Se evidencié una relacion directa entre el volumen inoculado y el rendimiento de la
técnica molecular, estableciéndose como 6ptimos los volimenes de 50-100 pL, 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 recuperacion incompleta del volumen
sanguineo inoculado y a los factores de dilucion utilizados durante los procesos de
recuperacion de muestra y de extraccion de ADN [89,232]. Esta limitacion 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 identifico 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 confirmo6 que la pérdida de
sensibilidad asociada al uso de DBS es un fenomeno ampliamente descrito y dependiente
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de multiples factores, como el volumen de muestra, las condiciones de secado y
almacenamiento (tiempo, temperatura y humedad), o las caracteristicas del papel de filtro
(siendo Whatman 903 y 3MM los mds adecuados) [89,233]. La proporcion del numero de
casos no detectados con respecto a la extraccion a partir de sangre total (14,3%) es
concordante con los resultados reportados en otros estudios, que varian entre el 4% y el
27% de pérdida segun 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 reduccion 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 dias [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 si lo habia hecho la PCR a partir de sangre total. Este
fendmeno parece atribuirse mas bien a la menor sensibilidad de la PCR utilizada para
determinar las especies con respecto la empleada para detectar la infeccion por
Plasmodium spp., que del propio uso del DBS. Este mismo fenémeno se ha reportado con
anterioridad en estudios que explican que la multiplexacion de las PCR empleada para
identificar las especies disminuye su sensibilidad analitica [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 especifica no es capaz de determinar la especie de Plasmodium.
Por otro lado, estudios respaldan la idea de que la deteccion de otras especies no
falciparum como P. vivax (no analizado en esta tesis) suele verse mas comprometida

debido a las parasitemias normalmente inferiores que presenta [235,236].

La validacion de la utilizacion de las DBS en Cubal aporto resultados que respaldan su
uso como herramienta para el transporte de muestras en las que se va a llevar a cabo el
diagnostico de la malaria por PCR en tiempo real. La PCR-DBS mostré una tasa de
positividad (50%) similar a la PDR (49%) y superior a la microscopia (33,5%)
considerados de forma individual. Sin embargo, al compararse con el diagndstico
combinado en terreno (microscopia + PDR) —cuya tasa de positividad fue del 51,5%—,
su rendimiento aparente fue ligeramente menor, lo que refuerza la interpretacion de que
una proporcion de los casos detectados por PDR podria corresponder a falsos positivos
derivados de la persistencia de P/HRP2 en sangre [237]. Paralelamente, la deteccion de

casos positivos exclusivamente por PCR-DBS confirma la capacidad de esta herramienta
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molecular para identificar infecciones submicroscopicas 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 evidencié un rendimiento
superior de la PCR-DBS frente a la PCR a partir de ADN extraido in situ. Este hallazgo
confirmo la hipdtesis de que la degradacion del ADN parasitario durante el transporte de
los eluidos al HUVH alter6 en gran medida los resultados iniciales de la PCR en tiempo
real. Ademas, el uso de DBS permitié una identificacion mas precisa de las especies,
incluyendo la correcta identificacion de infecciones mixtas que previamente habian 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 fendmeno
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 cuantificacion indirecta de la densidad parasitaria, la
PCR-DBS también mostré una aproximacion mas fiable en comparacion a la PCR

realizada a partir de la extraccion in situ.

La utilizacion de DBS aporta un valor logistico fundamental al permitir superar las
principales limitaciones metodoldgicas asociadas a los entornos endémicos y rurales con
recursos limitados, eliminando la cadena de frio y facilitando el transporte y
almacenamiento de muestras en condiciones subdptimas [238]. Mas alla de su utilidad
para el transporte de muestras de diagnostico, esta tecnologia abre la puerta a la
implementacion de estudios de epidemiologia 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. Caracterizacion genética de P. falciparum para el manejo de la

malaria en Angola

En la presente tesis, el estudio de epidemiologia molecular se centra principalmente en
dos lineas de investigacion interrelacionadas entre si —el diagnostico y el tratamiento—
desarrolladas en dos estudios en los que se analizaron muestras recogidas en el HNSP de
Cubal. Por un lado, se analiz6 la presencia de deleciones en los genes pfhrp2 y pfhrp3'y
la variabilidad estructural de las proteinas que codifican, evaluando su impacto sobre el
rendimiento de las PDR y por tanto en los posibles fallos diagndsticos. Por otro lado, se

estudio el perfil molecular de resistencia a antimalaricos mediante el analisis de
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mutaciones en genes clave como pfki3, pfmdrl, pfdhfr y pfdhps, lo que ha permitido
analizar la presion selectiva ejercida por el uso de AL como tratamiento de primera linea
para la malaria no complicada y de la SP en los programas de TPle, y valorar la eficacia
de estos farmacos 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 diagnosticas como a la
eficacia de los tratamientos antimalaricos [240]. Los estudios incluidos en este bloque
pretenden analizar la situacion de estos marcadores en Cubal y contextualizarlos dentro

del panorama epidemioldgico regional.

6.2.1. Deleciones de los genes pfhrp2/pfhrp3 y variabilidad de las proteinas
PHRP2/PfHRP3: impacto en los test de diagnostico rapido

El diagnéstico de la malaria depende en gran medida de las PDR-PfHRP2. Sin embargo,
la aparicion de cepas de P. falciparum con los genes pfhrp2 y pfhrp3 delecionados en AS
ha provocado una creciente preocupacion por su impacto en la fiabilidad diagnoéstica de
las PDR, lo que ha motivado la necesidad de llevar a cabo estudios de vigilancia molecular

que permitan monitorizar la aparicion de estas alteraciones genéticas [160].

En este estudio no se identificaron deleciones de genes completos ni parciales en el exon
2 de ningin gen, y la frecuencia de deleciones dobles (en pfhrp2 y pfhrp3
simultaneamente) fue nula, siendo este tltimo aspecto especialmente relevante dado que
estas son las que comprometen de forma mads directa el buen funcionamiento de las PDR
[150]. Aunque si se observaron deleciones parciales correspondientes al exon 1-2, estas
fueron mas frecuentes en pfhrp3 (11,5%) que en pfhrp2 (7,3%), lo cual est4 en linea con
lo descrito en la literatura [157,166]. No obstante, su impacto clinico parece limitado, ya
que no cumplieron los criterios establecidos por la OMS para explicar los fallos
diagnodsticos de las PDR [170]: la mayoria de estas deleciones fueron infecciones
submicroscopicas (negativas por microscopia), 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
(microscopia +y PDR -).

Es probable que se haya sobreestimado el numero de estas deleciones parciales debido a
la menor sensibilidad de la PCR dirigida al exén 1-2 con respecto a la PCR del exén 2, ya

que el exon 1 cuenta con repeticiones ricas en adenina y timina que implican una baja
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eficiencia de amplificacion [152]. En las muestras con muy bajas densidades parasitarias,
proximas o por debajo del limite de deteccion de la PDR utilizada (163 parasitos/uL), los

bajos niveles de ADN pudieron desembocar en falsos negativos en la PCR [241].

La baja prevalencia de deleciones detectadas en Cubal esta en consonancia con el estudio
llevado a cabo por Plucinski et al. en otras regiones de Angola, en el que se detectaron en
Uige deleciones de pfhrp2 y en Huambo deleciones dobles pfhrp2/pfhrp3 en frecuencias
inferiores al 1% [168]. Estos resultados sitiian al pais angolefio en una posicidon mas
favorable respecto a los paises del Africa oriental como Eritrea [242] y Etiopia [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-PHRP2. El
patron observado en Cubal es mas similar al descrito en Africa occidental y central, donde
las deleciones con impacto clinico siguen siendo menos frecuentes [243]. No obstante, la
deteccion de deleciones en paises de esta region como Nigeria, Gabon [243], Guinea
Ecuatorial [166] o paises vecinos como la RDC [244] obliga a mantener una vigilancia

activa ante el riesgo de expansion regional.

Desde una perspectiva mas evolutiva y epidemiologica, la baja frecuencia de deleciones
en Cubal podria explicarse por dos motivos: en primer lugar, por la elevada tasa de
transmision que implica una elevada variabilidad genética que, sumada a la competencia
entre las distintas cepas circulantes puede limitar la expansion de variantes con deleciones
[169]; se ha postulado que las deleciones en pfihp2/pfhrp3 suponen una pérdida del fitness
parasitario, lo que dificulta que estas cepas compitan con el tipo salvaje en ausencia de
una presion selectiva diagnéstica extrema [156]. Ademas, se debe tener en cuenta que, la
frecuente presencia de infecciones policlonales en regiones de alta transmisiéon 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 amplificacion por PCR, pasando por alto la cepa
portadora de la delecion [147]. En segundo lugar, el uso predominante de la microscopia
para el diagnostico de malaria estaria relacionado con una limitada presion selectiva sobre
los parasitos con deleciones, ya que, a diferencia de las PDR-PfHRP2, su capacidad de
deteccion no se ve influenciada por la presencia de parasitos con o sin deleciones y, por

tanto, no favorece diferencialmente su supervivencia y transmision [244].

El andlisis de la variabilidad estructural de las proteinas P/AHRP2 y P/HRP3 en los aislados
de Cubal, pone de manifiesto un elevado grado de polimorfismo en las repeticiones de

aminodacidos, particularmente acentuado en PfHRP2. En este estudio se identificaron
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hasta 15 tipos de repeticiones en P/HRP2, frente a 10 en P/HRP3, mostrando una mayor
variacion en el numero y frecuencias de cada tipo de repeticion por aislado para P/HRP2.
Estos resultados apoyan una mayor variabilidad de esta proteina, en concordancia con lo
descrito en diferentes regiones endémicas de Africa y Asia, donde PfHRP2 siempre
muestra un mayor polimorfismo y una mayor proporciéon de secuencias unicas que su
homologa PHRP3, sugiriendo una mayor plasticidad evolutiva [153]. En Cubal, destaco
la identificacion de la repeticion tipo 11 en PfHRP3, un hallazgo poco frecuente
previamente descrito unicamente en Etiopia [157], lo que amplia el conocimiento sobre
la diversidad de esta proteina en AS.

A pesar de esta elevada variabilidad, la organizacion general de las secuencias y los
patrones de repeticién se mantuvieron conservados, lo cual es coherente con estudios
previos llevados a cabo en diferentes regiones de Asia, América y Africa [153,154,245—
251], y sugiere que, mas alld de la heterogeneidad de las secuencias, la arquitectura
funcional de estas proteinas permanece relativamente estable. Esta conservacion
estructural condiciona la interacciéon con los MAb empleados en las PDR. Nuestros
hallazgos confirmaron la presencia constante de los epitopos 3A4 y C1-13 en la totalidad
de los aislados analizados para PAHRP2, 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 (Etiopia) [157] y Madagascar [252],
donde estos epitopos también fueron los mas prevalentes. Tal y como sefiala Molina-de
la Fuente ef al. [157] la relevancia de estos epitopos no solo radica en su abundancia, sino
en su accesibilidad estructural en la superficie de la proteina, lo que facilita la union de
los MAb utilizados en las PDR.

Existe la hipotesis de que, la variabilidad en el nimero y disposicion de las repeticiones
podria influir en el rendimiento diagnoéstico de las PDR, especialmente en infecciones de
baja parasitemia [171]. A pesar de ello, en este estudio no ha sido posible establecer una
relacién concluyente entre el polimorfismo de P/HRP2 y los fallos diagnésticos
observados, al igual que otros estudios realizados en paises de AS como Madagascar
[252], Kenia [253], India [249], diferentes regiones de Centroamérica [245] o incluso del
mismo autor original que realizé esta hipotesis [153]. Esta limitacion se debe en gran
medida, al reducido nimero de casos con resultados discordantes encontrados en Cubal,
lo que impidi6 realizar un andlisis robusto. Por ello, los resultados no permitieron
confirmar de manera definitiva el modelo previamente propuesto por Baker que relaciona

la estructura de estas proteinas con la sensibilidad de las PDR [171], lo que pone de
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manifiesto la necesidad de estudios adicionales con mayor tamafio muestral y un mayor

numero de falsos negativos de la PDR siguiendo los protocolos establecidos por la OMS.

Desde un punto de vista aplicado, la conservacion y elevada frecuencia de epitopos,
especialmente el 3A4 y el C1-13, observados en Cubal contribuyen a explicar el buen
rendimiento observado de las PDR-P/HRP2 en este municipio. Estas pruebas se
mantienen como herramientas eficaces en pacientes sintomaticos y con densidades
parasitarias moderadas o elevadas. No obstante, su interpretacion ha de realizarse con
cautela, y valorar la persistencia antigénica en pacientes que han pasado una infeccion
reciente ya que, puede ser la causa de falsos positivos en entornos de alta transmision [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 tnicamente la proteina PfHRP2, por lo
que se recomienda la combinacion de P/HRP2 con otra proteina panmalarica como la
pLDH o aldolasa [254], y realizar un diagndstico microscdpico de confirmacion siempre

y cuando sea posible.

La concordancia entre los hallazgos moleculares y el rendimiento clinico observado, junto
con la elevada prevalencia de P. falciparum en Cubal respaldan la utilidad de las PDR-
PfHRP2 en la practica asistencial y su continuidad como herramienta de primera linea en

el manejo de la malaria en entornos rurales con recursos limitados.

Desde una perspectiva mas epidemioldgica, es importante considerar que la presion
selectiva derivada del uso extendido de las PDR-P/HRP2 puede favorecer la expansion
de variantes parasitarias con deleciones o modificaciones estructurales que escapen a su
deteccion 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 implementacion de estudios a
mayor escala, siguiendo las pautas marcadas por la OMS [170], permitira detectar de
forma precoz posibles cambios en las poblaciones parasitarias y garantizar la eficacia

sostenida de las estrategias diagndsticas en Angola.
6.2.2. Marcadores moleculares de resistencias a antimaléaricos

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
caracterizacion genética del parasito tiene un impacto directo en la adecuacion de las
pautas de tratamiento y en la eficacia de las estrategias quimioprofilacticas. En contextos
de elevada presion farmacologica, el andlisis de SNPs en genes clave posibilita la
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deteccion precoz de cambios en la susceptibilidad a los distintos antimalaricos,
permitiendo anticipar posibles fallos terapéuticos antes de que se manifiesten

clinicamente [255].

En nuestro estudio, el analisis del gen pfk/3 en Cubal mostr6 una susceptibilidad
conservada frente a los derivados de la artemisinina. No se identificaron mutaciones
validadas ni candidatas relacionadas a la resistencia parcial a artemisininas segin el
listado de la OMS [173], lo que sugiere que la eficacia de estos fAirmacos se mantiene en
esta region. No obstante, se detectaron mutaciones no sindnimas, entre las que destacan
V5891 y Q613E, cuyo significado clinico atn 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 asociacion con un retraso en el aclaramiento

parasitario tras el tratamiento, fendmeno cada vez mas extendido en AS.

Un hallazgo interesante fue la identificacion de la mutacion sindnima A578A, la cual esta
localizada en la misma posicion que la mutacion A578S —ampliamente distribuida en AS
y sin relacion 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 pfk/3 y la mayoria de las mutaciones descritas no parecen tener una
relacion 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 PS53L [182]. Es por ello que, aunque la eficacia
de las artemisininas parece preservada en Cubal, la deteccion de mutaciones no sindnimas
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 farmacos acompafiantes de las TCA, el perfil genético del gen pfindri
observado en Cubal, sugiere una adaptacion progresiva del parasito a la presion ejercida
por el uso del AL como tratamiento de primera linea frente a la malaria no complicada.
Se observo 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 estan
asociados a una menor susceptibilidad a la lumefantrina [194], y de forma antagdnica, a

una mayor susceptibilidad a la amodiaquina [259].

Este patron se ve reforzado por la casi fijacion del alelo N86 (99%), la elevada frecuencia

de la mutacion 184F (43%) y la ausencia de D1246Y, configurando un perfil genético
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caracteristico de poblaciones parasitarias expuestas de forma sostenida a AL. Desde el
punto de vista clinico, este perfil podria 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 curacidn inferiores o cercanas al umbral recomendado (< 90%). A pesar de ello,
la ausencia de marcadores de resistencia a la artemisinina permite que el AL continie
siendo una opcidn valida como tratamiento de primera linea en Cubal. No obstante, estos
hallazgos refuerzan la necesidad de implementar sistemas de vigilancia y EET cada dos
afnos. Como alternativa a este problema, la combinacion AS + AQ podria 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 analisis de los genes pfdhfrr y pfdhps reveld un escenario de presion
selectiva consolidada frente a la SP, derivada tanto de su uso historico para el tratamiento
tratamiento como de su aplicacion actual en estrategias preventivas como el TPle. En
Cubal, el triple mutante IRN en pfdhfr —codones 51, 59 y 108— present6 una alta
prevalencia (77,2%), mientras que en pfdhps la mutacion K540E aparecid con una
frecuencia moderada pero relevante (23,8%). Fue notable la ausencia de la mutacion

AS581G, asociada a niveles mas elevados de resistencia a la sulfadoxina [200].

En cuanto a los haplotipos combinados, predominaron los parasitos parcialmente
resistentes (58,4%), seguidos de los haplotipos totalmente resistentes (17,8%), sin
evidenciarse la presencia de haplotipos superresistentes. Este perfil sitia a Cubal en una
posicion intermedia dentro del contexto africano, mas cercana a la observada en paises
del Africa occidental y central, donde predominan las formas parcialmente resistentes
como Nigeria [195], Ghana [258], Guinea Ecuatorial [133] o la Republica del Congo
[260], y alejada de la situacion descrita en paises del Africa 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 interpretacion final sugiere que la SP continta siendo una herramienta valida 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 mutacion K540E —superior a los niveles descritos en Angola entre los afios 2008 y
2011 [126,198,262,263]— constituyen sefiales de alerta. La aparicion o expansion de
mutaciones adicionales como AS81G (pfdhps) [262] o 1164L (pfdhfr) [126], ya descritas
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en otras regiones del pais, podria 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 TPle en Angola
durante los afios 2023-2024 fue del 31% [66]. Aunque los datos disponibles no permiten
identificar el origen de esta presion selectiva, no puede descartarse que el uso de SP fuera
de las indicaciones recomendadas, utilizandolo como tratamiento curativo, pueda
contribuir al mantenimiento y expansion de estos genotipos resistentes. Esta hipotesis 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, seria recomendable desarrollar estudios especificos que evalten los
patrones locales de prescripcion y utilizacidon de antimalaricos, con el fin de determinar si
el uso inapropiado de SP podria estar favoreciendo la seleccion 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 estan muy por debajo de los umbrales recomendados para el cambio de
estrategia en el TPle (KS40E > 95% y A581G > 10%) [204,264] y 1la QPM (K540E >
50%) [265]. Es por ello que, al margen de continuar con el TPle, se podria considerar su
extension a otras estrategias preventivas como la QPM, y la QEM en regiones donde se
haya demostrado la estacionalidad de la transmision. Asimismo, la combinacion de
sulfadoxina-pirimetamina-amodiaquina (SP + AQ), ampliamente utilizada en la region
del Sahel [144], podria constituir una opcion viable, dado el perfil de susceptibilidad
observado, y evitando asi la apariciéon de nuevas resistencias al tratarse de una terapia

combinada de farmacos con diferentes mecanismos de accion [199].

Los perfiles genéticos observados en Cubal, reflejan de manera consistente el impacto de
la presion farmacoldgica sostenida. El uso extendido de AL ha favorecido la seleccion de
haplotipos especificos en pfindrl, mientras que la utilizacion continuada de SP, ha
impulsado la acumulacion de mutaciones en pfdhfr y pfdhps. Estos procesos ilustran una
dindmica evolutiva continuada basada en la seleccion de haplotipos y la adaptacion
progresiva del parasito, que ajusta su genoma para sobrevivir en presencia de los farmacos

empleados para la prevencion 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 parésito a los antimalaricos y

anticipar posibles fallos terapéuticos antes de su traduccion clinica [127]. Su integracion
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con los EET y con los programas nacionales de control garantizara una toma de decisiones

basada en la evidencia cientifica.
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 interpretacion de los

resultados.
6.3.1. Limitaciones logisticas y epidemioldgicas

Las condiciones logisticas propias de entornos rurales con recursos limitados como Cubal
influyeron principalmente en el desarrollo del primer estudio. La imposibilidad de
mantener una cadena de frio adecuada durante el transporte de los eluidos de ADN pudo
haber favorecido la degradacion del material genético, afectando negativamente al

rendimiento de la PCR y, potencialmente, subestimando su sensibilidad diagnostica.

Aunque la introduccién del uso de muestras en formato de DBS permitio mejorar
significativamente la conservacion del ADN parasitario, el volumen de sangre disponible
para su procesamiento estuvo condicionado a los protocolos preanaliticos y analiticos del
HNSP, y al estado nutricional de la poblacion estudiada, especialmente en nifios. Esta
restriccion hizo que el volumen de sangre recogido (20 pl) fuera inferior al 6ptimo (50-
100 pl) y pudo haber reducido la capacidad de deteccion de infecciones con muy baja

parasitemia.

Por ultimo, el disefio de los muestreos realizados en el HNSP presenta una posible
limitacion en cuanto a la representatividad temporal de la transmision. La recogida de
muestras se realizo principalmente durante el periodo de transicion entre la estacion
lluviosa y la seca. Dado a la variacion en la transmision observada en Cubal segin la
época del afio, es posible que la prevalencia de la infeccion, la distribucion de especies y
la frecuencia de determinados marcadores moleculares varien durante los picos de
maxima y minima transmision, lo cual no se ha podido constatar con exactitud en estos

estudios.
6.3.2. Limitaciones técnicas y de rendimiento diagnostico

Se observd una diferencia de sensibilidad entre la PCR en tiempo real genérica para
Plasmodium spp. y la PCR multiple para la identificacion de las distintas especies, siendo
esta ultima menos sensible. Esta limitacion afectd principalmente a la capacidad de
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identificacion 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 analisis 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 exon 1-2 sugirié una menor sensibilidad en comparacion con
la PCR que amplificaba el exén 2. Esta diferencia en la eficiencia de amplificacion podria
haber llevado a una sobreestimacion de algunas de las deleciones parciales observadas,
especialmente en muestras con baja densidad parasitaria, donde la ausencia de
amplificacion podria deberse a limitaciones técnicas mas que a la verdadera delecion de

ese fragmento génico.
6.3.3. Limitaciones en la caracterizacion molecular

La elevada tasa de transmision 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 fendmenos de enmascaramiento de deleciones cuando
se emplean técnicas de PCR convencional, ya que se amplifica la region no delecionada,
dejando enmascarada la delecionada, por lo que no podemos asegurar que se hayan pasado
por alto algunas deleciones. Sin embargo, a efectos practicos, estas deleciones no
explicarian las discordancias entre la PDR y el resto de métodos, ya que, en estos casos,

las PDR deberian detectar las proteinas sintetizadas por las cepas sin delecion.

Otra limitacion importante fue el no poder llevar a cabo un estudio de correlacion entre
los SNPs observados en pfk/3 y los fenotipos clinicos o experimentales (in vivo o in vitro)
en relacion con las resistencias a las artemisininas. Esta circunstancia restringe
principalmente la capacidad de establecer el posible impacto de las mutaciones no
sindnimas detectadas. Asimismo, no fue posible evaluar el numero de copias del gen
pfmdrl, un factor importante en la susceptibilidad a la lumefantrina, ni analizar los
marcadores de resistencia en pfcrt, lo que limita la interpretacion completa del perfil de
resistencia a este farmaco. No obstante, este ultimo aspecto se pretende incluir en las
lineas de investigacion futuras, con el objetivo de obtener una caracterizacion mas
completa de los marcadores moleculares asociados a resistencia a los antimalaricos en
Cubal.

Estas limitaciones ponen de manifiesto la necesidad de futuros estudios que integren un

muestreo longitudinal, metodologias mas sensibles y una mayor correlacion con los datos
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clinicos, con el fin de profundizar en la compresion de la epidemiologia de la malaria en

Cubal y otros entornos rurales de Angola.
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II.

III.

IV.

VL

VIL

7.

Conclusiones

La proporcion de casos de malaria en la poblacion febril de Cubal, calculada a partir
de los resultados de todas las técnicas diagndsticas utilizadas es muy elevada (61,5%).
P. falciparum es la especie mas prevalente (100%), mientras que P. malariae (17,2%)
y P. ovale (9,4%) se detectaron exclusivamente en coinfeccion con P. falciparum. La
elevada frecuencia de infecciones mixtas (18,6%) resalta la complejidad
epidemiologica local.

La PCR en tiempo real presenta un mayor rendimiento diagndstico que la
microscopia, especialmente en la deteccion de infecciones de baja densidad
parasitaria. Ademas, permite detectar infecciones submicroscopicas e identificar

especies e infecciones mixtas con mayor exactitud.

El uso de DBS facilita el transporte y la conservacion de muestras sin necesidad de
cadena de frio. Esta metodologia presenta mejores resultados de PCR en tiempo real
que la extracciéon de ADN in sifu y su transporte posterior, aunque conlleva una
pérdida de sensibilidad analitica respecto a la sangre total.

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

contintan siendo adecuadas para su uso.

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.

La elevada frecuencia de los haplotipos NFD y NYD en el gen pfindrl indica una
posible disminucion de la susceptibilidad a la lumefantrina, lo que podria
comprometer la eficacia futura del tratamiento con AL en Cubal.

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 farmaco mantiene su
efectividad para el TPle en Cubal, existiendo la posibilidad de ampliar su uso a otras

estrategias preventivas.
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VIIL

La integracion 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 precision la
carga de la enfermedad y generar evidencia para adaptar las estrategias diagnosticas
y terapéuticas a la evolucion genética del parésito.
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8.  Perspectivas futuras

Las lineas de investigacion desarrolladas en esta tesis establecen una base para la
implementacion de estrategias avanzadas de vigilancia y control de la malaria en Angola.
Las perspectivas futuras se orientan tanto a la consolidacion de sistemas de
monitorizacion de las variantes genéticas que afectan al diagnostico y al tratamiento a
mayor escala como a la aplicacion directa de estos conocimientos en la practica clinica,

con especial relevancia en entornos rurales como Cubal.
Implementacion 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 linea de investigacion 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 implementacion de estudios
multicéntricos que incluyan centros de distintas provincias permitiria obtener una vision
mas representativa del pais, identificar posibles focos emergentes y monitorizar el umbral
del 5% que condiciona cambios en las politicas diagnosticas. Esta estrategia, concebida
como un proyecto a medio-largo plazo, resulta indispensable para preservar la eficacia de
las PDR-PfHRP2 y anticipar posibles fallos diagnosticos a gran escala.

Expansion de un sistema estructurado de vigilancia de resistencias a antimalaricos

que incluya entornos rurales

Actualmente, Angola dispone de un sistema estructurado para el monitoreo de la eficacia
de los antimalaricos mediante la colaboracion del INIS, el Instituto Nacional de Salud
Publica y el PNCM. Este marco institucional permite la realizacion periddica de EET y
vigilancia de marcadores moleculares de resistencia. No obstante, estos estudios se limitan
geograficamente solo a centros urbanos localizados en tres provincias: Benguela, Lunda
Sul y Zaire; existiendo un vacio de datos provenientes del resto del pais y de entornos
rurales. La variabilidad de la transmision en el territorio angolefio, sumada a las
disparidades en las condiciones de vida de la poblacion, condiciona drasticamente la
forma en que los pacientes buscan atencion y reciben tratamiento. En entornos rurales,
factores como el desabastecimiento de farmacos orales, el uso frecuente de terapias
parenterales sin completar la pauta completa de TCA posterior y la automedicacion
modifican la presion farmacologica que recibe el parasito, con lo que se podrian observar

perfiles de resistencia diferentes en referencia a los entornos urbanos. Por lo tanto, se
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deberia expandir este sistema a un mayor nimero de regiones y, especificamente, a los

entornos rurales.
Implementacion de QPM

El proyecto “Kula Ciwa”, financiado por la Fundacion la Caixa, actualmente en fase
previa a la implementacion, representa una oportunidad para la integracion de la SP en
programas preventivos infantiles (nifios menores de 2 afios) siguiendo las visitas
programadas en el calendario vacunal. Este proyecto permitira analizar el impacto sobre
la seleccion de marcadores de resistencia en los genes pfdhfi/pfdhps. El diseno contempla
un seguimiento longitudinal pre- y post-intervencion utilizando DBS, lo que facilitara una
evaluacion precisa de la dinamica evolutiva del parasito bajo la presion farmacologica
sostenida.

Investigacion aplicada a poblaciones especiales

Existen tres lineas de investigacion ya iniciadas en Cubal que abren nuevas oportunidades
para profundizar en el manejo clinico de la malaria en poblaciones vulnerables e

individuos asintomaticos.

e Malaria y malnutricion: se analizara la interaccion entre ambas condiciones en
nifios menores de cinco afios con desnutricion aguda severa ingresados en la Unidad
Especial de Nutricion del HNSP, con el fin de evaluar como el estado nutricional
influye en la progresion de la malaria y, principalmente optimizar una estrategia de
manejo clinico de la sospecha por esta enfermedad en esta poblacion.

e Coinfeccion malaria-VIH: se investigara acerca de la interaccion entre ambas
infecciones desde un enfoque clinico y diagnostico, analizando la posible relacion
del estado inmunolégico del huésped y la presentacion clinica de la malaria.

o Portadores asintomaticos: se estudiara el rendimiento de las PDR en la poblacion
asintomatica comparandolo con la microscopia de forma que podamos cuantificar
el naimero de falsos positivos y negativos de esta técnica y el papel de esta poblacion

como reservorio de la transmision en Cubal

Las campanas de recoleccion de muestras en Cubal de estas tres lineas de investigacion
ya se ha llevado a cabo durante el periodo de realizacion 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 1. Material suplementario

Tablas suplementarias

Tabla S1. Repeticiones de aminoacidos y epitopos de union a los MAb de PAHRP2 y P/HRP3 [153,267].

Repeticiones aminoacidicas Epitopos de unién a los MAb
Tipo repeticion Secuencia MAb Secuencia

1 AHHAHHVAD 3A4 AHHAHHA

2 AHHAHHAAD 2G12-1C12 DAHHAADAHH

3 AHHAHHAAY 1E1-A9 AHHAHHV
AHH A6-4 HATDAHH

5 AHHAHHASD Cl1-13 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

MAD: anticuerpo monoclonal; PAHRP2/3: proteinas ricas en histidina 2 y 3 de P. falciparum.
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Material suplementario: articulos de la tesis

En este apartado no se incluyen la totalidad de los archivos adicionales de los articulos 3
y 4 incluidos en esta tesis doctoral, ya que dichos documentos corresponden a protocolos
de PCR, codigos Python y secuencias asociadas a infecciones policlonales que se
encuentran disponibles en linea en plataformas de acceso abierto, por lo que su

reproduccion integra no se considera necesaria en este anexo.
Material suplementario articulo 3

A continuacion, se adjunta el archivo adicional 4 del articulo titulado “Analysis of pfhrp2
and pfhrp3 gene deletions, and the structure and variability of P/HRP2 and PfHRP3
proteins: implications for the performance of malaria rapid diagnostic tests in Cubal,
Angola” en el que se detalla la estructura y organizacion y patrones de repeticiones
aminoacidicas de las proteinas P/HRP2 y PfHRP3 analizadas en el estudio.

Additional file 4

PfHRP2 and PfHRP3 structure, organization and repeat patterns

PHRP2

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.

161



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 2 2 2 2 3 2 2 2 2 3 8 2 6 2 6 10 | 10
4 |a 23 |2|22]2]2]2 8|2 8|2 62|62 6|2]|10][10][12
5 22 |3|2|af2]2 2 2 2[2|2]3 8|2 6|4
6 22 2|3 2|2 2|2 2]2]2]2]3 8|2 6|26 4
9 2al2|al2|al2]2 22223 8|2 6162 6|2 1010 4
10 22 alal2|2[2 2 22223 4alalalalia 26 4|2 10]4
12 223|222 222 2]2]2 8|2 6126 104
13 |4 4alala2]2]22s]2]6 6 | 10 26101012
14 4 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 3 8 2 6 2 6 2 6 4
15 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 2 8 2 6 6 6 6 2 |10 4
18 |al2 2 2|2[2[2[2]2]2]2 2|2 8 |2 6 626|210
2 2|2 (3|23 |2 a2 2|2 2]2[2]2[2]|8]2 6 3 6|2 10 [ 10 | 6 18N
23 22 3|2 2|2 2|2 2|2 2222 2 6 6 6 10
3 2324 2 (22223 8|2 6|26 62|10
35 22236 6| 8 2 222|224 8|2 6|24
36 22362 222222 8 |2 6 6|2 1012
39 222326 22 |al2]2]3 3|2 6|2 [6|2[6]2][10
41 4 2 2 2 3 2 4 2 2 2 2 2 3 8 2 6 |10 | 10
42 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 8 2 6 6 2 6 2 2 4
45 |22 2 2|2 |2[2]2]2]2]3 8|2 6 6|2 [10]6[6]6
4 22 |2 |22 2 2 2 2]2[2]3s 8 |2 6|2 |10| 6 10] 610
43 22 (3|2 2|2 22223 8 |2 62 6 262
51 (24 2 (a4 a2 |l 2222 2 (222 22 8|2 8|2 6 6| 21010
53 224 2464 alala]a 4|a|a|alalalalal:2 8 6 6 [ 2 [19]
58 2al2|al2|22]al2|2[2]a 228282 62|62 10 [10 12
59 | 4 2alalal2|2[2]2[2]2]3 3 2 4 6 2 [10 4
61 4 2 3 2 2 2 2 2 2 8 2 8 2 6 2 6 2 6 2 |10 |10 4
63 2 4 2 2 2 2 2 2 2 3 8 2 6 4 6 6 6 14| 2 |10 |10 4
65 |2 |2 |3 |22 2 alal2]|2]a 442 6|4a|ala2]6]2]10 4
67 22326 22224 8 |2 6|26 6 | 210 4
68 22 22326 2 |2 223 3 | 2 3 6 10 4
70 2|2 2 22 23282 3 62 6|2 1010 4
3 4l2|2]2|2]2|2[2]2]2]3 8|2 8|2 6126 6 6| 2101012
74 |44 22326 662 |6[2[2[2]2]2]2][3 8|2 6 6 | 2|10 10 300 4
75 2|2 422222 2|23 8|2 6 6|2 [10]6]10 4
78 2 2 3 2 6 6 2 2 2 2 2 2 3 2 a4 8 6 6 2 10|10
82 2 2 2 3 2 6 2 2 2 2 2 3 8 2 6 2 6 2 6 2 10|10 4
89 4 2 [a 22 22223 2 2 6 10 a 4
92 4|4 2|2 a2 2|2 22223 3 2 6 6
98 2222223 8|2 142 6162 10 [ 10

Fig. S1. Distribution of the amino acid repeats of P/HRP2. 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.
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sample R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R1l R12 R13 R14 R15 R16 R17 R18 R19 R20 R21 R22 R23 R24 R25 R26 R27 R28 R29 R30 R3l

16 (16 [ 16 [ 16 [ 16 ] 16 20 [18 18 4

16 [ 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 [ 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 [ 18 18 4 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16| 16 20 18 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 [ 16 | 16 [ 16 20 18 184|444

16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 18 4

164 |16 16 16 | 16 20 18 18 | 4

16 [ 16 |16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 LH 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 20 18 4 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 20 18 4

16 |16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 20 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 | 18 4

16 |16 | 16 [ 16 [ 16| 4 |16 | 16 20 18 4

16 | 16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 20 18 18

16 | 16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 4 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 20 | 18 18 4

16 |16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 [ 16 20 18 4
90 |15 |16 |16 | 16 [ 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4
92 [ 4|4 |15]16 16|16 |16 | 16|16 [ 16|16 | 16| 16 20 18 18
98 15 [ 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4
100 15 |16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 16 20 18 18 4

Fig. S2 Distribution of the amino acid repeats of P/HRP3. 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 articulo 4: andlisis de las infecciones policlonales

A continuacion, se presenta un ejemplo del analisis del electroferograma obtenido
mediante secuenciacion Sanger y visualizado con el software BioEdit v7.7.1. En él se
observan picos dobles en la misma posicion tanto en la secuencia forward como en la
reverse, correspondientes a nucledtidos adenina y timina, lo que indica la presencia de
una infeccion policlonal por P. falciparum, con coexistencia de alelos en estado salvaje y
alelos portadores de la mutacion. Este mismo criterio de interpretacion se aplico de forma

consistente a todos los genes analizados para la identificacion de infecciones policlonales.
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Forward Reverse

Figura S3. Identificacion de una infeccion policlonal de P. falciparum indicadas como Ny W en las hebras

forward y reverse, respectivamente.
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Anexo II. Articulos adicionales publicados durante la tesis

Articulos relacionados con malaria

Los articulos que se muestran a continuacion abordan tanto el diagnostico de la malaria
desde diferentes propuestas tecnolégicas como estudios de prevalencia en poblacion
migrante. En primer lugar, se validé 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 analiz6 la presencia de la infeccion malarica en migrantes
asintomaticos en la Unidad de Salud Internacional y Medicina Tropical Vall d’Hebron-
Drassanes de Barcelona, Espafia, mediante PCR en tiempo real, detectando una
prevalencia subclinica del 5%, y destacando la utilidad de las técnicas moleculares para
identificar infecciones por P. falciparum y P. malariae que pasan desapercibidas en
examenes rutinarios. En tercer lugar, se evalud el sistema iMAGING, una herramienta
basada en inteligencia artificial y microscopia robotizada, que demostr6 una sensibilidad
del 81,25% y una especificidad del 92,11% en la identificacion automatizada de parasitos.
Finalmente, se analizd6 la epidemiologia de P. malariae en la Unidad de Salud
Internacional Vall d’Hebron-Drassanes de Barcelona, evidenciando una elevada
proporcién de infecciones cronicas asintomaticas de baja parasitemia, principalmente en

migrantes procedentes de Africa subsahariana.
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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.
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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):taac087. doi:10.1093/jtm/taac087.

> Febrer-Sendra B, Crego-Vicente B, Nindia A, Martinez-Camprecios J, Aixut S,
Mediavilla A, Silgado A, Oliveira-Souto I, Salvador F, Molina I, Muro A, Sulleiro E,
Fernandez-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.

Articulos adicionales de enfermedades tropicales y parasitologia
Articulos de primer autor

El siguiente estudio evaltio la utilidad de la PCR en tiempo real como técnica diagnostica
para la esquistosomiasis urogenital en nifios de edad preescolar en Cubal. Los hallazgos
mas representativos destacan la mayor sensibilidad de la PCR frente a la microscopia
(99,45% frente a 54,55%, respectivamente), lo que permite identificar una prevalencia
real de la enfermedad y puede facilitar un diagndstico temprano con el fin de reducir la
morbilidad asociada a la infeccion crénica.
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Aixut S, Oliveira-Souto I, Aznar-Ruiz-de-Alegria 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.

Articulos como colaborador

Los siguientes articulos cientificos, se corresponden a investigaciones orientadas a
optimizar el diagnostico de parasitosis y enfermedades tropicales desatendidas en
diferentes contextos. Los trabajos incluyen: la evaluacion en terreno (Cubal) del ensayo
molecular Strong-LAMP para la deteccion de Strongyloides stercolaris en areas
endémicas, asi como el analisis de rendimiento de la PCR en tiempo real y técnicas
serologicas 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
microscopia robotizada para automatizar la deteccion de huevos de S. haematobium en
muestras de orina, asi como la comparacion de métodos de concentracion como Midi

Parasep® SF y la técnica de Ritchie para mejorar la visualizacion de helmintos y protozoos
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en muestras de heces. Ademads, se evalud el rendimiento de un nuevo inmunoensayo de
quimioluminiscencia basado en antigenos excretados-secretados de Trypanosoma cruzi
(TESA), que mostr6 una elevada precision diagnostica (sensibilidad del 92% vy
especificidad del 100%) y una mayor capacidad para detectar el descenso de anticuerpos
tras el tratamiento. Por tltimo, se valido el sistema Techcyte de microscopia asistida por

inteligencia artificial para el diagnostico de parasitosis intestinales.
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Anexo III. Becas concedidas durante la tesis

Beca de movilidad SOCEPA. Estancia 2024

La concesion de la beca de movilidad de la Sociedad Espaiola de Parasitologia
(SOCEPA) en 2024 financi6 una estancia en el HNSP de Cubal con el objetivo de llevar
a cabo un estudio de investigacion internacional relacionado con el ambito de la
parasitologia. El estudio se centrd en determinar la prevalencia y optimizar el circuito
diagnostico de la malaria en nifios menores de cinco afios que padecian malnutricion
aguda severa, un grupo altamente vulnerable atendido en la Unidad Especial de
Malnutricion del hospital. Ademas de este proyecto, se realizaron actividades
complementarias como campaifias de cribado en el municipio, apoyo técnico al laboratorio
en el diagnostico clinico de rutina de otras parasitosis, y la participacion como ponente en
las XI Jornadas Cientificas del HNSP para divulgar los hallazgos sobre la caracterizacion

genética de P. falciparum presentados en esta tesis.

A continuacion, se adjunta el certificado de concesion de la beca y el justificante de la

estancia expedido por la direccion del HNSP como justificante de la actividad realizada.
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socepa-

SOCIEDAD ESPANOLA
DE PARASITOLOGIA

La Sociedad Espaiola de Parasitologia ha seleccionado la Solicitud de D.
ALEJANDRO MEDIAVILLA PEREZ para una BECA DE MOVILIDAD SOCEPA
2024 destinada a realizar una estancia en el Hospital Nossa Senhora da Paz
(HNSP) de Cubal, Angola.

Elimporte financiado sera de 1500 €.

Una vez concluida la estancia el becario deberd presentar los documentos que
figuran en las bases de la convocatoria:

1. Facturas que justifiquen sus gastos. Si los gastos indicados en las facturas
proporcionadas son inferiores al monto adjudicado, el Becario debera reembolsar la
diferencia a la SOCEPA. Si los gastos no se justifican correctamente, la beca debe
ser reembolsada a la SOCEPA.

2. Memoria de las actividades realizadas y resultados obtenidos.
3. Video (méximo 5 minutos) comentando los beneficios de la estancia.

4, Reconocimiento de la Beca de Movilidad SOCEPA en cualquier publicacién o
resumen que incluya los datos obtenidos durante la estancia.

Madrid a 24 de junio de 2024

Fdo: MARIA DEL CARMEN CUELLAR DEL HOYO
Secretaria-Tesorera
SOCEPA

170






Beca de movilidad SEMTSI-PROBITAS. Estancia 2025

La beca de movilidad internacional otorgada por la Sociedad Espafola de Medicina
Tropical y Salud Internacional (SEMTSI) y la Fundacion PROBITAS permitio realizar
una estancia en 2025 orientada al fortalecimiento de las capacidades locales y al desarrollo
de investigacion aplicada en el HNSP. Durante la estancia, se llevaron a cabo dos estudios
especificos: uno destinado a evaluar el rendimiento de las PDR en poblacion asintomatica
en Cubal y otro centrado en el analisis de la coinfeccién malaria-VIH en seguimiento y
nuevos diagnosticos de VIH en el HNSP. La estancia incluyé también précticas
asistenciales y actividades docentes, mediante el apoyo diario a las unidades hospitalarias
involucradas en la investigacion (laboratorio y consultas externas de VIH) y la imparticion
de sesiones formativas al personal local centradas en el diagnodstico de enfermedades

tropicales.

Como cierre de este apartado, se aporta el justificante de resolucion de la beca y el
certificado de la estancia en el HNSP.
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PROBITAS Psemtsi

RESOLUCION CONVOCATORIA DE 2 BECAS SEMTSI-PROBITAS 2024
EN SALUD INTERNACIONAL

Tras evaluar las solicitudes recibidas, el Comité Evaluador ha estimado conceder las becas tal y como
sigue:

Hospital Nossa Senhora da Paz de Cubal (Angola)

Alejandra de Elias

Alejandro Mediavilla

CARACTERISTICAS DE LA BECAS

1. Cuantia. Cada beca estara dotada de 2.000 €.
2. Duracidn. La estancia en el centro receptor comprendera un periodo de 2 a 3 meses.

RESOLUCION BECA SEMTSI-PROBITAS 2024
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REPUBLICA DE ANGOLA

o GOVERNO PROVINCIAL DE BENGUELA
o ADMINISTRAGAO MUNICIPAL DO CUBAL
N.5.dapAZ DIREGAO MUNICIPAL DA SAUDE
HOSPITAL NOSSA SENHORA DA PAZ - CUBAL

Certificado

Eu, Nicolau Maliengue Sikaleta, com Bilhete de Identidade N°
001614764BA031, emitido pelo Arquivo de Identificagdo de Benguela em
Angola, aos 15/05/2017, Médico pediatra e Director Geral do Hospital Nossa
Senhora da Paz, sita no Municipio do Cubal, provincia de Benguela, com NIF
5000344834, Rua da Missao Catdlica, s/n, CP 960, na Provincia de Benguela.

Alejandro Mediavilla Perez, de nacionalidade Espanhola, com Passaporte n°
PAQ129944 emitido na Espanha.

Passou pelo nosso Hospital fazendo actividades clinicas, como Biomeédico,
entre os dias 25 de Outubro a 16 de Dezembro de 2025, tendo tendo passado
no seguinte servico: Laboratério.

Certificamos também que participou em todas as formagdes de capacitagéo
clinica promovidas pelo Hospital, com assiduidade, respeito, dedicacdo e muita
competéncia. e também participou como formador dando os seguintes temas
na equipa de Laboratério: Manuseo clinico e laboratorial de casos de Malaria,
Técnicas de diagnoésticos para analise de parasitas intestinais, Manejo e
diagnéstico de tuberculose, informatizagdo de Laboratério: programa ARIS,
formagdo de pessoal pré contratado para apoio na prestagdo de servigo e
pesquisa do laboratério da referipda Instituicdo. Pesquisa da populagdo
assintomatica do Cubal utilizando o Teste de Diagnéstico Rapido de
Malaria(TDR).

Por ser verdade e por me ter sido solicitado, passei o presente certificado, que
por mim vai assinado e carimbado com o selo em uso nesta Instituicao.

ANGOLA, CUBAL, AOS 16 DE DEZEMBRO DE 20}5&;@'\\» NOs,
S

O Director Geral 3V 2 \\\/
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Dr.Nicolau Maliengue Sikafets. - o i
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