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RESUMEN 
 

La malaria o paludismo constituye una parasitosis de gran importancia que 
ha sido estudiada por décadas, que posee una amplia distribución mundial y 
es ocasionada por un protozoario del género Plasmodium, el cual incluye 
además un grupo de especies con patogenias y disposición geográfica 
variada. Dichas especies constituyen el agente causal de diversas endemias 
en zonas de distinta necesidad económica, donde a su vez, al año ocasiona 
millones de muertes en distintos continentes donde, además, afecta la 
situación socioeconómica de dichas regiones, por lo que constituye un 
problema general de salud pública. El objetivo de esta investigación fue 
determinar la frecuencia relativa de las especies de Plasmodium 
predominantes en Venezuela, Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum, a 
través de la utilización de técnicas moleculares altamente sensibles y 
específicas, en muestras procedentes de la región endémica más importante 
del país, Tumeremo, estado Bolívar, donde existe una actividad de minería 
clandestina en auge, que ha aumentado los casos anuales y posibles 
subregistros. Se determinó que la frecuencia relativa de P. vivax con 
respecto a P. falciparum, es decir, la relación P. vivax/P. falciparum, fue 6,5 
por PCR (78,78%/12,12%) y 5,2 (78,78%/15,15%) por gota gruesa; es decir 
1,25 veces mayor en PCR. Ambos métodos establecen firmemente la 
presencia de P. vivax y/o P. falciparum en la localidad, así como la mayor 
prevalencia de P. vivax, siendo este el principal agente causal de malaria en 
la zona. 
 
Palabras clave: Malaria, Plasmodium, endemia, prevalencia, PCR. 
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ABSTRACT 
 

Malaria is a parasitic disease of great importance that has been studied for 
decades, which has a wide global distribution and is caused by a protozoan 
of the genus Plasmodium, which also includes a group of species with varied 
pathogenesis and geographical disposition. These species constitute the 
causal agent of various endemics in areas of different economic needs, 
where yearly, cause millions of deaths on different continents, where, in 
addition, ends up affecting the socioeconomic situation of said regions, 
reason why it represent a general public health problem. The objective of this 
research was to determine the relative frequency of the predominant 
Plasmodium species in Venezuela, Plasmodium vivax and Plasmodium 
falciparum, through the use of highly sensitive and specific molecular 
techniques, in samples from the most important endemic region of the 
country. Tumeremo, Bolívar state, where there’s booming clandestine mining 
activity, which has increased annual cases and possibly under-reporting 
them. It was determined that the relative frequency of P. vivax respecting to 
P. falciparum, that is, the P. vivax/P. falciparum ratio, was 6.5 by PCR 
(78.78%/12.12%) and 5.2 (78.78%/15.15%) by thick smear; that is, 1.25 
times higher in PCR. Both methods firmly establish the presence of P. vivax 
and/or P. falciparum in the locality, as well as the higher prevalence of P. 
vivax, this being the main causal agent of malaria in the area. 
 

Keywords: Malaria, Plasmodium, endemic, prevalence, PCR. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La malaria o paludismo, es una enfermedad infecciosa 

endemoepidémica, causada por el parásito Plasmodium y transmitida por 

mosquitos del género Anopheles, que en la etapa adulta, y sólo en el caso de 

las hembras, actúa como vector (Sinka et al., 2012). Esta enfermedad es uno 

de los principales problemas mundiales de salud pública, especialmente en 

países tropicales y subtropicales, debido fundamentalmente a su alta tasa de 

morbilidad, mortalidad general e infantil  así como al impacto social y 

económico, especialmente en regiones empobrecidas (Herrador, 2021).  

 

El género Plasmodium pertenece a la familia Plasmodiidae, y se 

conocen cuatro especies de relevancia clínica que causan enfermedad en el 

ser humano, a saber, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, Plasmodium 

vivax y Plasmodium falciparum, con una diversidad genética que le confiere 

una capacidad de evadir la respuesta inmune del hospedero y de poseer 

especímenes resistentes a medicamentos y a vacunas (Jiménez et al., 2005). 

Las especies Plasmodium vivax y Plasmodium ovale son las causantes de 

episodios febriles terciarios benignos, la especie Plasmodium malariae de las 

fiebres cuartanas y la especie Plasmodium falciparum de episodios febriles 

terciarios malignos, siendo esta última el agente causal de la forma 

patológica más grave (Gething et al., 2011). 

 

Dentro de la sintomatología se reconocen procesos febriles, 

sudoración, escalofríos, anoxia y hemorragias petequiales, en los que se ven 

afectados principalmente los tejidos del cerebro, globos oculares, riñón, 

hígado, pulmón, tracto digestivo y glándulas suprarrenales. Estos síntomas, 

ocurren por la destrucción de los glóbulos rojos, debido a la maduración 
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intracelular del parásito (ciclo esquizogónico), lo cual priva al hospedero de 

oxígeno y afecta a la circulación por mecanismos hiperreactivos del sistema 

nervioso, como la vasoconstricción arteriolar y dilatación capilar (Tobón, 

2009). 

 

Plasmodium tiene un ciclo de vida que involucra dos hospederos, 

determinados por un mosquito hembra del género Anopheles, donde se 

desarrolla el ciclo sexual del parásito, y que actúa como transmisor del 

mismo, y un hospedero vertebrado, el ser humano, donde se desarrolla el 

ciclo asexual. El ciclo asexual comprende dos fases: una fase hepática y una 

eritrocítica, esta última es responsable de la sintomatología y complicaciones 

de la malaria (White et al, 2014). Un vector infectado, inocula al torrente 

sanguíneo del hospedero vertebrado la forma haploide infectante conocida 

como esporozoíto, los cuales viajan hasta el hígado donde invaden los 

hepatocitos y se reproducen asexualmente por esquizogonia, liberando 

finalmente merozoítos que invaden los eritrocitos circulantes y dan inicio a la 

esquizogonia intraeritrocítica pasando por diferentes estadios llamados: 

anillo, trofozoíto y esquizonte (Ta et al., 2014; Kitchen et al., 2014). 

 

La fase eritrocítica, según la especie, tarda entre 24 y 72 horas y se 

liberan nuevos merozoítos que invaden otros glóbulos rojos, diferenciándose 

algunos durante el ciclo intraeritrocítico a formas sexuales o gametocitos. 

Estos son ingeridos por el mosquito en cuyo intestino ocurre la fertilización 

con formación del cigoto, el cual luego se divide formando un ooquiste. De 

este último, se liberan los esporozoítos que migran a las glándulas salivales y 

en la próxima alimentación sanguínea del vector, los esporozoitos serán 

inoculados al hospedero (Spencer et al., 2016). En detalle, según el Centro 

de Control y Prevención de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC, 
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2020), el ciclo de vida del Plasmodium puede describirse como se observa 

en la Figura 1. 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida del Plasmodium spp (CDC, 2020) 

 

Sinka et al. (2010), señalan al vector Anopheles darlingi como uno de 

los más eficaces en la región neotropical. La alteración ambiental humana 

puede crear hábitats favorables para este anofelino, ya que se reportaron 

mayores densidades en áreas deforestadas que en áreas 

predominantemente boscosas. Factores como las viviendas desprotegidas, 

presencia de criaderos cercanos a las viviendas, y características 

socioeconómicas, culturales, demográficas y epidemiológicas de la 
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población, están asociados con la transmisión de la malaria en regiones 

endémicas.  

 

Navarro et al. (2015) también señalan que la especie Anopheles 

darlingi es el vector principal de la malaria en la región y que Anopheles 

albitarsis, complejo de especies dentro del cual se encuentra Anopheles 

marajoara, se podría incriminar como otro vector importante de la malaria en 

el estado Bolívar. La especie Anopheles albitarsis posee hábitats que 

concuerdan con los generados durante la explotación minera (Abou Orm et 

al., 2017). Esto también fue observado en un estudio realizado por Cáceres 

et al. (2012), relacionado con la abundancia de vectores en zonas mineras 

para el año 2011, se registró que las especies más abundantes fueron 

Anopheles marajoara (60,7%) y Anopheles darlingi (35,1%), y ambos 

representaban el 95,8% del total de anofelinos colectados para el estudio. 

 

Hay que considerar que debido a distintos factores, tales como los 

aspectos biológicos del hospedero humano, cambios en las políticas de 

control de los programas de malaria, cambios en el medio ambiente, el vector 

y el parásito y el desarrollo de resistencia a los insecticidas en poblaciones 

de anofelinos vectores, es posible que se originen brotes de malaria no sólo 

en áreas tradicionalmente palúdicas, sino también en zonas declaradas libres 

de la enfermedad (Rodríguez-Morales et al., 2009; Cáceres et al., 2012).  

 

El diagnóstico parasitológico preciso de Plasmodium facilita el manejo 

adecuado de los pacientes con malaria, disminuyendo sus posibilidades de 

complicaciones y mortalidad. Este diagnóstico puede realizarse mediante 

microscopía óptica y las pruebas rápidas de diagnóstico (RDTs, del inglés 

Rapid Diagnostic Tests), considerado por algunos autores como un método 

ventajoso desde el punto de vista del costo y la eficiencia (Campuzano-

Zuluaga y Blair-Trujillo, 2010), así como también se ha podido realizar el 



5 
 

diagnóstico a través de técnicas moleculares basados en la amplificación de 

fragmentos del ADN del parásito (Moody, 2002). 

 

El examen parasitológico de carácter microscópico para la detección 

de la malaria, se hace por la técnica de gota gruesa y extendido de sangre, 

teñidos con los colorantes derivados del Romanowsky, tales como, Giemsa, 

Wright, Leishman y Field. Señalan los autores que en la sangre circulante 

pueden encontrarse las formas del ciclo eritrocítico, inclusive los gametocitos, 

a excepción de los esquizontes de Plasmodium falciparum que sólo entran a 

circular en casos graves de la enfermedad (Botero y Restrepo, 2012). Las 

características morfológicas de las especies de Plasmodium y las formas 

evolutivas presentes se pueden observar por microscopía (Fig. 2). Estas 

diferencias morfológicas presentes en las especies permiten realizar la 

diferenciación entre las mismas, sobre todo por técnicos microscopistas con 

experiencia.  También, hay que hacer notar que, dicho diagnóstico tradicional 

presenta limitaciones en la sensibilidad y detección de infecciones mixtas, 

especialmente en las regiones de baja y moderada endemicidad. 

 

La infección puede manifestarse a través de la presencia de más de 

una especie en un mismo individuo, en este caso se está en presencia de 

una Infección mixta las cuales ocurren más frecuentemente con las especies 

P. falciparum y P. vivax (Sint et al. 2012). No obstante, la microscopía óptica 

presenta limitaciones para la detección de la infección mixta, debido a que 

usualmente una especie de Plasmodium predomina y no se logra detectar la 

especie presente en cantidad submicroscópica. Dichas limitaciones generan 

repercusiones para el tratamiento y el control de la malaria (Rios et al., 2019). 
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Lo anterior, puede deberse a que la parasitemia puede no ser 

detectable hasta varios días después de que el paciente comienza a 

presentar síntomas, especialmente si el umbral pirogénico del paciente es 

muy bajo para ser detectado por la técnica de gota gruesa (<100 

parásitos/mL). Asimismo, en el caso de malaria por Plasmodium falciparum 

se debe considerar la posibilidad de no haber parasitemia detectable si la 

mayoría de parásitos se encuentran en estado maduro (trofozoítos y 

esquizontes) secuestrados en la microcirculación (Campuzano y Blair, 2010).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Especies de Malaria observadas en frotis de sangre periférica. 

(Fuente: Poostchi et al., 2018) 
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Las RDTs se vienen aplicando en varias áreas endémicas de malaria 

en el mundo, para contar con un diagnóstico rápido y, por tanto, dar un 

tratamiento adecuado y oportuno (Fig. 3). Actualmente hay disponibilidad de 

pruebas basadas en la detección de la deshidrogenada láctica (DHL) de 

Plasmodium vivax o de Plasmodium falciparum y otros que detectan 

antígenos del parásito (HRP-2) de estas mismas especies. Esta prueba, 

presenta mayor sensibilidad y especificidad en comparación a la gota gruesa, 

demostrando su eficacia como un método apropiado para el diagnóstico de la 

malaria (Botero y Restrepo, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Pruebas inmunocromatográficas. (Fuente: CDC, 2023) 

 

No obstante, la capacidad de detectar el antígeno depende de su 

concentración en sangre y la carga de parásitos total; además, estos 
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métodos son pobres en la información que proveen sobre severidad y 

pronóstico, algunos no diferencian la especie de Plasmodium infectante, y la 

cuantificación de la parasitemia sigue siendo un problema con estos 

métodos. Además, su poca capacidad de discriminar parásitos viables de 

aquellos no viables, limita su uso para el seguimiento de los pacientes que 

han recibido tratamiento o para el diagnóstico de pacientes que han tomado 

medicación (Campuzano-Zuluaga, G. & Blair-Trujillo, 2010). 

 

Igualmente, los dispositivos de inmunocromatografía que detectan la 

HRP-2 tienen poca utilidad para hacer seguimiento al tratamiento por 

persistencia del antígeno después de haberse iniciado el tratamiento y su 

sensibilidad disminuye con el paso de los días; también, en el caso de las 

cepas de Plasmodium falciparum que expresan variaciones de la proteína o 

que no produzcan la proteína en concentraciones detectables, esta prueba 

puede presentar reacción cruzada con el factor reumatoide (Pabón et al., 

2007). 

 

Por otra parte, la técnica de PCR, consiste en una prueba de 

diagnóstico que permite detectar un fragmento del material genético de un 

patógeno, basándose en las características de estabilidad al calor de una 

enzima polimerasa (Bartlett y Stirling, 2003). Es una prueba muy sensible 

que permite detectar al parásito aún en concentraciones muy bajas, por lo 

tanto, es muy útil en muestras con parasitemias muy bajas. Asimismo, se 

puede diferenciar la especie del parásito muy eficientemente lo cual permite 

un tratamiento certero.  

 

El diagnóstico oportuno y efectivo de la malaria es determinante para 

el tratamiento y control de la enfermedad, de manera que los métodos de 
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detección del parásito basados en la amplificación de ADN resultan una 

alternativa a este problema. En un estudio comparativo del diagnóstico 

microscópico mediante gota gruesa con una técnica de PCR, la correlación 

entre el diagnóstico microscópico y PCR es de un 90,4% (Abou Orm et al., 

2017). 

 

Los métodos moleculares basados en la amplificación del ADN se han 

empleado desde finales de la década de los años 80 para el diagnóstico de 

la malaria y su valor, para el cual se han descrito diferentes secuencias 

blanco de amplificación y condiciones de reacción, radica en la alta 

sensibilidad, puesto que detecta de tres a cuatro parásitos por μL de sangre 

(0,0005% a 0,0015% de glóbulos rojos infectados) (Moody, 2002).  Además, 

permite la diferenciación de las especies, cuando existen dificultades 

morfológicas o una infección mixta (Iqbal et al.,1999).  

 

La técnica PCR permite la identificación de cepas de Plasmodium con 

polimorfismos genéticos asociados a resistencia a fármacos antimaláricos, se 

puede realizar en muestras almacenadas por varias semanas, permitiendo 

así el envío a laboratorios especializados; el diagnóstico en pacientes con 

sospecha de malaria, pero con múltiples gotas gruesas negativas porque 

tienen parasitemias submicroscópicas; el diagnóstico en la sospecha de 

malaria mixta porque el paciente presenta falla terapéutica e igualmente el 

monitoreo de la respuesta al tratamiento en áreas con resistencia  conocida  

a  múltiples  antimaláricos (Campuzano-Zuluaga, G. & Blair-Trujillo, 2010). 

 

.Según la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2023), los 

lactantes, los menores de 5 años, las mujeres embarazadas, los viajeros y 

las personas con VIH o SIDA son quienes corren mayor riesgo de sufrir una 
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infección grave de malaria. Durante los años pico de la pandemia de COVID-

19 (2020-2021), se registraron aproximadamente unos 13 millones más de 

casos de paludismo y 63.000 muertes más por la enfermedad. No obstante, 

detalla la OMS que, en el año 2020, se registraron 245 millones de casos, 

mientras que para el año 2021 hubo 247 millones de casos a nivel mundial. 

Por otro lado, la carga de morbilidad en el año 2020 fue de 625.000 

personas, mientras que en el año 2021 se estima que la enfermedad causó 

la muerte de 619.000 personas. 

 

El estudio realizado por Louzada et al. (2020), reseña que, en el año 

2018, en Boa Vista, estado de Roraima en Brasil, reportó 5.713 casos de los 

cuales 168 (3%) eran locales, 2.805 (49%) importados de otras localidades 

de Brasil y 2.740 (48%) de otros países, señalándose como el principal país 

responsable de dichos casos a Venezuela con 2.115 casos seguido por 

Guyana con 533 casos. En este sentido, el estudio también destacó que para 

el año 2018, los casos de infección por Plasmodium falciparum importados 

desde Venezuela y Guyana representaron el 80% de las notificaciones 

registradas en Boa Vista para esa especie. Los autores concluyeron que el 

origen de la malaria importada en la región estaba relacionado con la minería 

y no con el movimiento migratorio. 

 

La transmisión malárica en Venezuela se ubica en tres aéreas 

endémicas: foco oriental en los estados Monagas, Sucre, Anzoátegui y 

occidente de Delta Amacuro, el foco occidental en los estados Barinas, 

Mérida, Portuguesa, occidente de Apure, Yaracuy, Zulia, Trujillo y Táchira y 

el foco meridional en los estados Bolívar, Amazonas, Oriente y Sur de Delta 

Amacuro y Oriente de Apure (Angulo et al., 2014). Por su parte, en el estado 

Bolívar existe una situación de minería clandestina que promueve la 
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eliminación de ambientes forestales y favorece la creación de hábitats para la 

reproducción del vector (Dirección General de Salud Ambiental, 2015).  

 

Recientemente, se reportó un estudio retrospectivo en el estado 

Bolívar durante el período 2007-2017 en el cual evidenciaron que la 

incidencia de Plasmodium había aumentado considerablemente en pacientes 

con una proporción de Plasmodium vivax en 76% y Plasmodium falciparum 

en 18% en el 2017. La técnica empleada fue la visualización de las formas 

parasitarias por microscopía. También se consiguió que la transmisión era 

mayor en dos sitios “calientes” ubicados en el noreste y sur del estado 

(siendo el principal San Isidro del municipio Sifontes), asociados a la 

deforestación, necesaria para el trabajo en las minas, lo que da lugar a la 

creación de nuevos hábitats para el vector (Grillet et al., 2021).  

 

Por otra parte, Pacheco et al. (2019) realizaron un estudio en el 

municipio Sifontes del estado Bolívar durante la semana 50 del año 2016, en 

el cual evaluaron muestras mediante PCR, obtenidas de 352 pacientes que 

tenían síntomas de malaria. Los resultados indicaron una tasa de infección 

por malaria de 46% para pacientes sintomáticos. La mayoría (71%) de los 

pacientes maláricos eran hombres quienes trabajaban en minas. Los 

resultados también muestran que el número de casos positivos aumentó 10 

veces en 4 años (2014-2017) y 3 veces en solo 1 año (de 2016 a 2017). Por 

lo tanto, la tendencia de aumento de los casos de malaria es muy alta. La 

especie Plasmodium vivax fue responsable del 62,3% de las infecciones, 

Plasmodium falciparum del 30,9% y especies mixtas del 6,8%.  

 

Debido a las diferentes patologías que ocasionan Plasmodium vivax y 

Plasmodium falciparum, las dos principales especies del estado Bolívar, que 

llevan a tratamientos diferentes, es necesario conocer la prevalencia de tales 
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especies usando técnicas muy sensibles y específicas como es la PCR 

(Abou  et al., 2017). 

 

Los autores mencionados propusieron varias razones que podrían 

explicar el aumento de la prevalencia de malaria en el estado Bolívar; entre 

estas se encuentran medicamentos antipalúdicos insuficientes, resistencia a 

los medicamentos antipalúdicos, aumento en los hábitats de reproducción de 

mosquitos y aumento de vectores secundarios de transmisión de la malaria 

atribuibles a la deforestación por actividades mineras. 

 

Otro trabajo realizado en una muestra de 244 habitantes con síntomas 

maláricos de las comunidades indígenas del Bajo Caura, municipios Sucre y 

Cedeño, estado Bolívar, durante el periodo comprendido entre el año 2015 y 

el año 2016, se encontró una tasa de infección por malaria de 7% y las 

especies maláricas identificadas fueron: Plasmodium vivax con una 

frecuencia de 77,8% (14/17) y Plasmodium falciparum con 22,2% (Barrada et 

al., 2019).  La técnica empleada fue la visualización de las formas 

parasitarias por microscopía. Las diferencias halladas con respecto a la tasa 

de infección y prevalencias de las especies, podría deberse a diferencias 

entre las localidades estudiadas y a la técnica empleada para detectar la 

presencia del parásito. 

 

Por otro lado, para el año 2015 se reportaron 136.402 casos de 

malaria en el foco noreste del país, donde el 73,95% lo representó 

Plasmodium vivax, el 17,6% para Plasmodium falciparum, 0,03% para 

Plasmodium malariae y 8,42% para infecciones mixtas (Plasmodium vivax + 

Plasmodium falciparum) (Wide et al., 2016). Este estudio, usó la prueba 

rápida de diagnóstico para malaria (PRDxm) para la determinación de 
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antígenemia (OptiMAL®) y la técnica de biología molecular basada en la 

PCR, la Gota Gruesa y Extendido de Sangre (GGES). En tal sentido, el 

estudio encontró una prevalencia de infección de 1,33% por GGES y por 

prueba rápida de diagnóstico OptiMAL® y 8% mediante PCR. Los autores 

señalan que la técnica de PCR les permitió la detección de 10 casos 

asintomáticos con una sensibilidad y especificidad del 100% y 93,4% 

respectivamente.  

 

El conocimiento de las frecuencias en un determinado período, de P. 

vivax y P. falciparum en pacientes maláricos del municipio Sifontes 

(municipio con el mayor número de casos) del estado Bolívar, es vital para el 

Programa de Malaria en su etapa de vigilancia porque daría una información 

del posible riesgo al que están sometidos la población a la malaria, sobre 

todo por P. falciparum la cual puede ser fatal. Además, es muy importante 

tener este conocimiento porque se tomarían decisiones más acertadas en 

cuanto a las medidas de prevención y a la atención médica de los pacientes o de 

una población. 
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Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Establecer la frecuencia de Plasmodium vivax y Plasmodium 

falciparum en muestras provenientes de pacientes maláricos en el municipio 

Sifontes del estado Bolívar, durante la semana 15 del año 2021 analizadas 

mediante la técnica de PCR. 

 

Objetivos específicos 

 

Determinar el porcentaje de Plasmodium vivax y Plasmodium 

falciparum en pacientes maláricos el Municipio Sifontes, durante la semana 

15 del año 2021. 

 

Comparar los resultados de la detección de las especies obtenidos por 

PCR con los obtenidos por el método de Gota Gruesa. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

Tipo de Investigación  

Se realizó un estudio de tipo cuantitativo, con un diseño de campo, de 

corte transversal y de alcance descriptivo. 

 

Población y muestra  

Se colectaron 96 muestras sanguíneas a pacientes con sospecha 

clínica de padecer paludismo en Tumeremo, municipio Sifontes, estado 

Bolívar, región que representa el foco más grande de malaria en el país; 

específicamente en el Centro de Investigaciones de Campo “Dr. Francesco 

Vitanza”, donde llegan los individuos con sospecha de padecer malaria de 

todo el estado, principalmente de las minas. La colecta se realizó desde el 12 

al 16 de abril de 2021.  

 

Del total de muestras colectadas, se consideraron 33 para el estudio, 

tomando en cuenta el diagnóstico positivo de malaria a través de 

microscopía óptica.   

 

Tipo de muestreo  

No probabilístico de tipo intencional, ya que las muestras 

seleccionadas cumplieron con los criterios que se mencionan a continuación. 

 

Criterios de inclusión 

 

● Pacientes residentes de Tumeremo en el municipio Sifontes del 

estado Bolívar. 
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● Pacientes que presenten sintomatología y diagnóstico de malaria 

positivo realizado a través de microscopía óptica, que accedan a 

participar en el estudio. 

 

Criterios de exclusión 

 

● Pacientes que no presenten sintomatología característica de 

malaria. 

● Pacientes que no hayan obtenido un diagnóstico de malaria 

positivo a través de microscopía óptica. 

 

Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

 

Previo llenado de ficha epidemiológica, a los distintos pacientes, se les 

colectaron 5 mL de sangre y se les realizó el diagnóstico por gota gruesa. 

Las 33 muestras que resultaron positivas a la infección, fueron trasladadas al 

BIOMED-UC en Maracay, para llevar a cabo los estudios moleculares. 

 

Consideraciones éticas 

 

El proyecto de investigación obtuvo el Aval del Comité de Bioética del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” de la 

Universidad de Carabobo (BIOMED-UC) (Anexo 1). Una vez identificados los 

pacientes que formaron parte del estudio, se les informó a ellos y a sus 

acompañantes del procedimiento a seguir durante la investigación, la 

aplicación del estudio, los objetivos a alcanzar y se obtuvo su consentimiento 

conservando el anonimato de los participantes del mismo. Los resultados 

fueron de uso académico y epidemiológico exclusivamente. 
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Procedimiento experimental 

 

Extracción de ADN 

 

El aislamiento de ADN del parásito se realizó mediante extracción con 

solventes orgánicos según la técnica de Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico 

y precipitación con etanol (Rivero et al., 2004). La sangre del paciente fue 

centrifugada a 4.000 rpm por 8 minutos para resuspender el precipitado 

enriquecido con glóbulos rojos, en 400 µL de tampón (Tris 0,05 M, pH 8; 

EDTA 0,05 M; NaCl 0,1 M y 1% de SDS) y proteinasa K 0,2 µg/µL; luego, se 

incubó cada muestra en baño María a 55°C por 1 hora. Posteriormente, se le 

agregó 300 µL de fenol tamponado, pH 8, el cual se agitó por inversión y 

centrifugó a 6.200 x g por 5 min; luego se trasladó el sobrenadante a un 

microtubo nuevo y se añadió 300 µL de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 

en una proporción 25:24:1, se homogenizó la mezcla por inversión y se 

centrifugó a 6.200 x g por 5 min, lo cual separó la fase acuosa en un 

microtubo estéril al cual se le agregaron 300 µL de cloroformo, se centrifugó 

nuevamente y el sobrenadante obtenido se llevó a un microtubo estéril para 

luego precipitar con dos volúmenes de isopropanol al 100% más 50µL de 

NaCl 5M, el cual se dejó a -20°C toda la noche. Posteriormente, se centrifugó 

a 18.800 x g por 15 min y se realizó el lavado del precipitado con 800 µL de 

isopropanol al 70%, se centrifugó nuevamente a 18.800 x g por 15 min y se 

procedió a secar el precipitado en un concentrador de ADN (Speed Vac 

Thermo Savant DNA 120). Se resuspendió el ADN obtenido con 100 µL de 

agua destilada libre de nucleasas estéril y se le adicionó 0,1 µg/µL de 

ARNasa (Promega). Se incubó la muestra a 65°C por 10 min, luego se dejó 

en reposo por 10 min y se conservó a -20°C hasta su uso. 

 

La integridad del ADN extraído de cada muestra se evaluó mediante 

una electroforesis en tampón Tris Borato EDTA (TBE) (Tris 0,089 M; ácido 
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bórico 0,089 M y EDTA 0,002 M) a un voltaje de 100 V por 50 min en un gel 

de agarosa al 1%, donde las muestras de ADN se añadieron en cada pozo 

con tampón de carga (xilen–cianol al 0,02%, azul de bromofenol al 0,02 % en 

glicerol al 50%) y SYBR® Green I (1X). Si el ADN está íntegro debe migrar 

en una banda de aproximadamente 20 kb sin degradación. Finalmente, se 

observaron y fotodocumentaron las bandas en un equipo BIO RAD Molecular 

Imager® Gel DOC™XR+ utilizando el Software de análisis de imagen Image 

Lab™ Software Versión 3.0, suministrado por el mismo fabricante. 

 

 

Amplificación de fragmentos nucleotídicos correspondientes a 

Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum 

 

La detección de Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax se llevó a 

cabo usando cebadores específicos para una región del ADN codificante del 

ARN ribosomal del género Plasmodium (rPLU6 y rPLU5) y para cada 

especie: Plasmodium falciparum (rFAL1 y rFAL2), Plasmodium vivax (rVIV1 y 

rVIV2) (Snounou et al., 1993). Las características de los cebadores se 

especifican en la Tabla 1, ubicando su especificidad y tamaño del producto 

de amplificación.  
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Tabla 1. Características de los cebadores para detección de Plasmodium sp. 

empleados por Snounou et al. (1993) 

 

Cebador Secuencia (5` a 3`) Especificidad 
Tamaño del 

producto 
(pb) 

rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 
Plasmodium 1200 

rPLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 

rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 
P. falciparum 205 

rFAL2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 

rVIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 
P. vivax 120 

rVIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 

 

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 μL con 

20 ng/µL de concentración final de ADN, en un termociclador PTC-100 (MJ 

Research, Inc., Watertown, MA). Los controles negativos (todos los reactivos 

excepto el ADN molde) se colocaron para detectar alguna posible 

contaminación. 

No se usaron cebadores específicos para detectar P. malariae, por lo 

tanto, en dos de las infecciones mixtas por gota gruesa que tenían P. 

malariae, se excluyó este parásito y solo se tomaron en cuenta los otros que 

correspondieron uno a P.vivax y otro a P. falciparum. 

 

Electroforesis en gel de agarosa 

 

Los productos amplificados se verificaron mediante electroforesis, la 

cual es una técnica que permite la separación de fragmentos de ADN y ARN 
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en función de su tamaño y su visualización mediante una tinción; de esta 

forma se puede determinar el contenido de ácidos nucleicos de una muestra, 

y se obtiene una estimación de su integridad y grado de pureza (Fierro et al, 

2014). En todas las PCR realizadas se hizo un control negativo de reacción 

conformado sólo por los reactivos sin muestra y controles positivos 

constituido por ADN extraído a partir de muestras sanguíneas obtenidas de 

pacientes y que resultaron positivas para infecciones por cada parásito 

mediante pruebas de gota gruesa realizadas, de manera independiente, por 

dos microscopistas especializados en el Centro de Investigaciones de 

Campo Dr. Francesco Vitanza.  

La electroforesis se realizó en geles de agarosa al 2% teñidos con 

SYBR®Green I con un marcador molecular de 100 pares de bases (100 pb 

DNA LADDER PROMEGA®) y se visualizaron en un equipo de 

fotodocumentación BIO RAD Molecular Imager® Gel DOC™XR+ utilizando el 

Software de análisis de imagen Image Lab™ Software Versión 3.0 

suministrado por el mismo fabricante. 

 

Análisis de los datos 

 

Los datos obtenidos se registraron y procesaron en el programa 

Microsoft Excel®. Se calcularon las distribuciones de frecuencias absolutas y 

relativas para los resultados de las pruebas de identificación de especies 

causantes de la malaria. 
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RESULTADOS  

 
Se extrajo el ADN de las muestras de los pacientes provenientes del 

municipio Sifontes del estado Bolívar durante la semana 15 del año 2021.  La 

relación A260/280 del ADN extraído de cada una de las 33 muestras fue de 

≈1,9 y en promedio se obtuvo una concentración de 100 ng/μL. El 95% de las 

muestras demostraron una buena integridad del ADN ya que se observó una 

sola banda sin degradación de la macromolécula (Figura 4).  

 

Seguidamente, se identificaron las muestras infectadas por P. vivax 

y/o P. falciparum mediante dos ensayos de PCR realizados a cada una de 

las muestras. Uno de los ensayos amplificaba una región génica específica 

para P. vivax (Figura 5) y en el otro una para P. falciparum (Figura 6).  

 

Los resultados obtenidos relacionados con la positividad de las 

muestras se presentan en la Tabla 2. Cuando se comparan los resultados 

por ambos métodos se observó que la PCR no detectó infecciones mixtas.  

       

Figura 4. Verificación de ADN en gel de agarosa al 1%. 
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Figura 5. Producto PCR de muestras positivas para Plasmodium vivax en gel 

de agarosa al 2%. Carril 1: marcador de 100 pb DNA LADDER PROMEGA®; 

carril 2: control negativo; carril 3: control positivo de Plasmodium vivax; 

carriles 4-8: muestras 028, 029, 030, 032, 033 

 

Figura 6. Producto PCR de muestras positivas para Plasmodium falciparum, en gel de 

agarosa al 2%. Carril 1: marcador de 100 pb DNA LADDER PROMEGA®; Carril 2: control 

negativo; carril 3: control positivo de Plasmodium falciparum; carriles 4-6: muestras 007, 012, 

014 
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Tabla 2. Frecuencia de pacientes del municipio Sifontes, estado Bolívar que 

fueron identificados con Plasmodium spp empleando las técnicas PCR y gota 

gruesa. 

 

Técnica 

diagnóstica 

P. vivax 
N(%) 

P. falciparum 
N(%) 

*Mixtas 

N(%) 

Negativas 

N(%) 

PCR 26 (78,78) 4 (12,12) 0 3 (9,09) 

Gota gruesa 26 (78,78) 5 (15,15) 2 (6,06) 0 

 

*P. vivax + P. falciparum 

La frecuencia relativa de P. vivax con respecto a P. falciparum, esto es, la 

relación P. vivax/P. falciparum, fue 6,5 por PCR (78,78%/12,12%) y 5,2 

(78,78%/15,15%) por gota gruesa; es decir 1,25 veces mayor en PCR.  
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DISCUSIÓN 

 

La mayor frecuencia relativa de PCR con respecto a la gota gruesa se 

debe a que el número de casos de P. falciparum por PCR fue 3 puntos 

porcentuales menor que el obtenido por la gota gruesa, realizado de forma 

rutinaria por las microscopistas de la Dirección de Epidemiología del estado 

Bolívar en Tumeremo.  

 

La técnica usada en este estudio fue previamente puesta a punto en el 

laboratorio, obteniéndose una especificidad y sensibilidad, en comparación 

con el método de referencia, de 100 y 97%, respectivamente y el grado de 

acuerdo entre ambas pruebas (κ) fue de 0,8355 (IC95= 0,7197-0,9513), 

dando un porcentaje de concordancia entre la PCR múltiple y el examen 

microscópico mediante gota gruesa de 90,4%, lo cual indica que la 

concordancia en los resultados obtenidos mediante ambas pruebas es 

óptimo (Abou Orm et al., 2017). En este último trabajo y en otros se ha 

concluido que la prueba de PCR es más sensible que la de la gota gruesa 

(Cortés et al., 2020). Por esta razón, la discrepancia obtenida entre los 

resultados podría explicarse por errores en el diagnóstico por microcopía, 

óptica ya sea por bajas parasitemias o que haya ocurrido degradación de la 

morfología del parásito o problemas de coloración que promueva la 

observación de artefactos que se pudieran confundir con formas parasitarias 

por parte de los microscopistas. 

 

Al analizar el resultado obtenido por PCR se observa que hubo cuatro 

muestras negativas y ninguna mixta; por el contrario, la detección por gota 

gruesa evidenció cuatro mixtas y ninguna negativa. Tres de las muestras 

negativas por PCR fueron reportadas por gota gruesa como P. falciparum y 1 

mixta (P. falciparum + P. vivax). Aparentemente, hubo una confusión (4/33 x 
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100 = 12%) en la detección de formas parasitarias por microscopía, sobre 

todo para P. falciparum. Si se analiza, similarmente, a las muestras mixtas 

halladas por microscopía, se observa que dos tuvieron P. malariae como uno 

de los parásitos y por PCR no se detectaron (no se tenían los cebadores 

específicos para esta especie), lo cual significa que las formas parasitarias 

de P. malariae no son fáciles de visualizar inequívocamente. 

 

Un punto importante de este estudio es que, a pesar de las 

discrepancias en los resultados entre los métodos de prueba, ambos 

métodos establecen firmemente la presencia de P. vivax y/o P. falciparum en 

los pacientes maláricos del Municipio Sifontes, así como la mayor 

prevalencia de P. vivax con respecto al P. falciparum. Esto significa que P. 

vivax es el principal agente causal de la malaria en la zona.  

 

Los datos reportados por la Dirección Regional de Salud Ambiental del 

estado Bolívar, en el Boletín de Epidemiología del Ministerio del Poder 

Popular para la Salud (2021) desde la semana epidemiológica número 1 a la 

número 52 del año 2021 fueron los siguientes: un total de 171.056 casos de 

malaria en dicho estado, de los cuales 25.097 casos provenían del municipio 

Sifontes. De estos últimos, 18.907 correspondieron a infecciones 

ocasionadas por P. vivax y 5.233 de P. falciparum lo cual representa el 

75,33% y el 20,85% de todos los casos, respectivamente y se reportó un 

caso de P. malarie, representando el 0,003%. Las infecciones mixtas fueron 

un total de 956 casos, es decir el 3,80% 

 

De aquí se desprende que la especie predominante en el año 2021 

fue la P. vivax, similar a la encontrada en los resultados presentados aquí. 

Sin embargo, la relación entre P. vivax/P. falciparum (3,61) fue menor a la 

encontrada en ambas pruebas comparadas en este estudio, lo cual se debió, 
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fundamentalmente, a la mayor frecuencia de P. falciparum reportada durante 

todo el año 2021. Es de hacer notar que sólo se informó de una infección por 

P. malariae en 25.097 casos reportados ese mismo año, mientras que en las 

33 muestras habría habido dos casos de este parásito en muestras mixtas, lo 

cual fortalece la idea que P. malariae es difícil visibilizar y genera dudas 

acerca de los resultados hallados de este parásito por gota gruesa, en las 

muestras usadas en este estudio. 

 

Los métodos parasitológicos directos siguen siendo la primera opción 

diagnóstica en las zonas endémicas debido a su bajo costo, facilidad y 

rapidez en su realización que, junto con la clínica del paciente, brindan 

información necesaria para el diagnóstico y la aplicación del tratamiento 

correcto. Ahora bien, los estudios moleculares brindan la oportunidad de 

monitorear y detectar fallas que puedan existir en el proceso de diagnóstico a 

través de la técnica microscópica, y que permita la corrección de las mismas, 

sobre todo humanas, a través del reentrenamiento del personal con 

microscopistas muy experimentados. Por ello es necesario realizar 

periódicamente estas comparaciones entre los métodos para corroborar que 

los resultados ofrezcan información de la situación de la malaria en el país, lo 

más cercana a la realidad (Galvis et al., 2014). 
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CONCLUSIONES 

 

• El porcentaje de Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum en 

pacientes maláricos el Municipio Sifontes, durante la semana 15 del 

año 2021 fue de 78,78 y  12,12  respectivamente. 

 

• La frecuencia relativa de P. vivax con respecto a P. falciparum, fue 

mayor por PCR que por gota gruesa en las muestras analizadas en 

Tumeremo, para la semana 15 del año 2021. 

 

• Los resultados obtenidos coinciden plenamente con los datos 

epidemiológicos de la región en cuanto a la especie predominante que 

fue P. vivax, aunque la frecuencia relativa de P. vivax con respecto a 

P. falciparum fue menor a la obtenida por PCR. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Realizar ensayos adicionales en los que se incremente el número de 

muestras, en diferentes semanas epidemiológicas, así como la 

incorporación de cebadores específicos para otras especies menos 

prevalentes pero que se han reportado presentes en las regiones 

endémicas, con el propósito de aumentar la especificidad y, 

posiblemente, detectar subregistros de casos. 

 

 Realizar ensayos con muestras provenientes de otras zonas 

endémicas para evaluar la distribución de los parásitos. 

 

 Usar la PCR para tratar de detectar la presencia de parásitos en 

pacientes que no presenten un diagnóstico confirmado de malaria y 

comparar con los datos epidemiológicos proporcionados. 
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ANEXOS 

Ficha Epidemiológica (Fuente: Centro de Investigaciones de Campo “Dr. 

Francesco Vitanza”) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


