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Resumen: La principal estrategia para el control de la malaria, segtin la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), es un diagnodstico rapido y adecuado seguido de un tratamiento efectivo. Los
laboratorios de referencia de microbiologia tienen entre sus funciones el desarrollo y validacion de
nuevas metodologias diagnosticas para ayudar al control y erradicacién de la malaria en el mundo
y en nuestro caso para evitar la reintroduccion en nuestro pais. En este trabajo se hace una revision
de los métodos mas extendidos para el diagndstico de malaria: i) métodos clasicos, como son la
microscopia y los test de diagndstico rapido, ii) métodos moleculares, como PCR y LAMP, y, iii) por
altimo, los nuevos avances en microscopia automatica e inteligencia artificial.

Palabras Clave: Diagnostico microscopico, Diagnodstico molecular, PCR, LAMP, Microscopia
automatica.

Abstract: The main strategy for malaria control, according to the World Health Organization
(WHO), is a rapid and adequate diagnosis followed by effective treatment. The microbiology
reference laboratories have among their functions the development and validation of new
diagnostic methodologies to help control and eradicate malaria in the world and in our case to avoid
its reintroduction in our country. In this work a review of the most widespread methods for malaria
diagnosis is made: i) classical methods, such as microscopy and rapid diagnostic tests, ii) molecular
methods, such as PCR and LAMP, and, iii) finally, the new advances in automatic microscopy and
artificial intelligence.

Key words: Microscopic diagnosis, Molecular diagnosis, PCR, LAMP, Automatic microscopy.

1. Introduccion

El diagndstico de las parasitosis en general, y de malaria en particular, puede ser complicado,
especialmente en zonas donde estas parasitosis, o nunca fueron endémicas, o hace afios que no lo son
[1]. La principal estrategia para el control de la malaria, segin la OMS, es un diagnostico rapido y
adecuado seguido de un tratamiento efectivo.

Los laboratorios de referencia de microbiologia son fundamentales para desarrollar servicios de
microbiologia clinica y de salud ptiblica de alta calidad y son la base para el control y erradicacion de
esta y otras dolencias. Estos laboratorios, segun el CDC europeo, se apoyan en cinco pilares o
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funciones basicas; i) Realizar un diagndstico avanzado de referencia; ii) Dotar de materiales de
referencia a otros laboratorios; iii) Asesoramiento cientifico; iv) Colaboracion e investigacién, y v)
Realizar la vigilancia, alerta y respuesta [2]. Dentro del diagnostico, la misién del laboratorio de
referencia es contar con métodos de laboratorio validados y la capacidad de ofrecer una confirmacion
diagnostica de los resultados, y por otro lado tener la capacidad de desarrollo y validacion de nuevas
metodologias que puedan apoyar el control de la enfermedad.

Es en este punto donde se va a focalizar este trabajo con cierta perspectiva histérica, desde la
visién del Laboratorio de Malaria y Protozoos Emergentes (MaPELab) que actia “de facto” como
laboratorio de referencia de malaria en el territorio espafiol, aunque sin olvidar los métodos utilizados
en los laboratorios de accion primaria, y tiene entre sus funciones el desarrollo y validacién de nuevas
metodologias diagndsticas para ayudar al control y erradicacion de la malaria en el mundo y para
evitar la reintroduccién de la malaria en nuestro pais.

2. Diagndstico clasico de malaria

El diagnostico clinico o primario de malaria se basa en los signos y sintomas que presenta el
paciente y en el examen fisico realizado por el médico [3]. Los primeros sintomas de malaria son
inespecificos y variables, incluyendo fiebre, dolor de cabeza, mialgias, escalofrios, mareo, dolor
abdominal, nduseas, vomitos, anorexia y prurito [4]. Debido a esta inespecificidad, que hace que haya
un solapamiento con otras enfermedades que presentan sintomas semejantes, el diagndstico
presuntivo de malaria debe ser confirmado mediante pruebas de laboratorio para evitar diagnosticos
erréneos que ocasionan tratamientos innecesarios y que favorecen la aparicion de resistencias [5].

Los métodos que se usan tradicionalmente para el diagndstico de malaria son el examen
microscopico de sangre por gota gruesa, considerado como el método de referencia o gold standard, y
por extension fina, y mas recientemente los test de deteccion de antigeno, mas conocidos como test
de diagnostico rdpido (TDRs), y aunque su sensibilidad es bastante limitada, son los métodos de
eleccion para el diagnostico primario de la enfermedad {3,6].

2.1. Diagndstico microscdpico

En la deteccion de parasitos de Plasmodium spp. mediante microscopia convencional la sangre se
puede preparar de dos maneras distintas para su observacion en el microscopio: la gota gruesa y la
extension fina. En ambos tipos de preparaciones, una gota de sangre es colocada sobre un
portaobjetos y posteriormente tefiida, generalmente con colorante Giemsa. La diferencia entre ambas
radica en que en la primera la gota de sangre se extiende hasta obtener un circulo de 1,5 a 2 cm de
didmetro que contiene entre 20 y 30 capas de células, mientras que en la segunda se lleva a cabo la
extension de la sangre en una monocapa de células [7].

El examen microscépico de la gota gruesa de sangre tefiida con Giemsa estd considerada como
la técnica de referencia diagnostica, puesto que proporciona mayor sensibilidad que la extension fina,
ya que los eritrocitos se lisan y se observan los trofozoitos, gametocitos o esquizontes intactos,
examindndose mayor volumen de sangre en una tinica ldmina, ademas permite evaluar el estadio de
los parasitos circulantes y determinar la parasitemia y la respuesta al tratamiento pero solo a
microscopistas altamente cualificados [8]. El examen microscopico de la extension de sangre, aunque
menos sensible que la gota gruesa, permite diferenciar con mayor facilidad la especie o especies
implicadas en la infeccién. Existen algunos hallazgos especificos que permiten diferenciar las
especies, por ejemplo, la presencia de trofozoitos en banda es caracteristico de P. malariae o la
presencia de anillos multiples dentro de un eritrocito suele ser caracteristico de P. falciparum. Sin
embargo, la identificacion de especie no es facil y tiene cierto componente subjetivo por parte del
observador, como ejemplo las identificaciones erréneas de casos de P. vivax en poblacién negra en
Africa occidental, que solo fueron demostradas por primera vez mediante técnicas de diagndstico
molecular en nuestro laboratorio [9]. En el caso de infecciones zoondticas el diagnostico se complica
mas, por ejemplo P. cynomolgi es indistinguible de P. vivax [10] o P. brasiliensis de P. malariae. Pero el
caso mas significativo por su importancia clinica es en el diagnoéstico de P. knowlesi que al compartir
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caracteristicas comunes con P. falciparum, P. vivax y P. malariae puede ser facilmente confundido [11].
Para evaluar la eficiencia de la microscopia, Barber y col. [12] demostraron que frecuentemente P.
knowlesi era confundido con P. falciparum y P. vivax en el diagndstico e indistinguible de P. malariae.
Observaron que solo el 72% de las PCR positivas para P. knowlesi podian ser identificadas
correctamente en microscopia y el 30% de P. vivax era identificado erroneamente como P. malariae/P.
knowlesi (Figura 1).

Figura 1 Imagenes microscopicas de las especies de Plasmodium que afectan al hombre

La identificacion de la especie es muy importante para tomar decisiones terapéuticas, como en
infecciones por P. ovale y P. vivax para afiadir primaquina al tratamiento, o en infecciones por P.
falciparum donde por su severidad se deben de tomar precauciones especiales o también para
identificar casos de parasitacion mixta [13].

Asi pues, de manera general, el diagndstico por microscopia 6ptica presenta algunas ventajas,
como son una mayor disponibilidad en zonas con recursos limitados, un bajo coste, y la posibilidad
de hacer un recuento parasitario y de cuantificar la aclaracion de parasitos durante el seguimiento de
la enfermedad [7, 14]. Sin embargo, la observacion al microscopio de una tinica muestra de sangre es
insuficiente para hacer un diagnodstico de malaria cuando el primer resultado es negativo, debido a
la baja sensibilidad. Por ello, para descartar completamente la infecciéon maldrica se recomienda que
se realicen extensiones de sangre cada 6 u 8 horas hasta tres dias si la sospecha clinica es alta [13].
Aun asi, la sensibilidad de la microscopia para el diagndstico de malaria puede variar mucho,
especialmente a bajas densidades parasitarias y dependiendo de la experiencia del microscopista [3,
6, 13].
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En el laboratorio de referencia esta técnica se dej6 de realizar de forma rutinaria a finales del
siglo pasado con la implantaciéon de nuevas técnicas y solo se realiza en casos especiales como
descripciones morfoldgicas no comunes o extrafias, por parte de los microbidlogos.

2.2. Diagndstico por deteccion de antigeno

Los test de diagndstico rapido (TDRs) se basan en la utilizacién de anticuerpos mono o
policlonales que detectan antigenos especificos de malaria en las muestras de sangre, gracias a la
transformacion colorimétrica de tiras de nitrocelulosa. Los principales TDRs comerciales se basan en
la deteccion de uno o varios antigenos, siendo los mas utilizados la proteina rica en histidina 2
especifica de P. falciparum (PfHRP-2), la lactato deshidrogenasa especifica de P. falciparum (PfLDH),
la lactato deshidrogenasa especifica de P. vivax (PvLDH), la lactato deshidrogenasa (PspLDH) y la
aldolasa, especificas para todo el género Plasmodium [15].

Estos test se intentan implantar por la OMS como una alternativa a la microscopia en zonas que
tienen pocos recursos, en la que los laboratorios no disponen de tecnologia para realizar un
diagnoéstico exhaustivo de malaria y en las que esta enfermedad registra un gran nimero de casos
diarios en la poblacién [16].

Los TDRs son rapidos, sencillos y cada vez mas economicos, ademas, su uso es cada vez mas
comun [15]. No requieren un equipamiento especial ni tampoco experiencia previa para interpretar
los resultados [6].

En los primeros anos de la aparicién de estos TDRs y debido a su rapida extensiéon por los
laboratorios de microbiologia de los hospitales, el MaPELab, dentro de las funciones como laboratorio
de referencia, realizd varios estudios de validacion de diferentes kits comerciales [17, 18].
Actualmente, la OMS junto con la Fundaciéon para la Innovacion de Nuevos Diagndsticos (FIND)
llevan a cabo un programa de control de la calidad de estos TDRs disponibles comercialmente en
varias rondas de evaluacion siendo la tiltima en 2016-2018 [19]. Sin embargo, a pesar de su utilidad y
de los afos de desarrollo, siguen existiendo muchas de las limitaciones importantes descritas en sus
inicios. Entonces se consideré que la detecciéon de infecciones causadas por otras especies de
Plasmodium no-falciparum era muy baja, no caracterizando entre el 62 y el 83% de ellas dependiendo
del test utilizado. Por otro lado, los test permanecian positivos mas de diez dias después del
tratamiento en el 50% de los casos estudiados y, ademas, en casos de parasitemias por debajo de 100
parasitos/pl la deteccién de casos era minima [17]. Actualmente, no han mejorado mucho los
inconvenientes descritos hace 20 afios. En primer lugar, no existen TDRs especificos para detectar
P. malariae, P. ovale y P. knowlesi por lo que es frecuente obtener resultados falsos negativos debido a
la baja sensibilidad que presentan frente a estas especies [20]. Por otro lado, los TDRs no son ttiles
para monitorizar la respuesta al tratamiento, pues pueden permanecer positivos dias después de la
resolucion de la infeccidon [6]. Ademas, en los ultimos anos, se ha venido a afiadir otro inconveniente
al uso de estos test que es la aparicion de cepas de P. falciparum con la deleciéon del gen PfHRP-2, que
recordemos es la diana principal para la identificacion de P. falciparum de estos test [21, 22]. Asi pues,
su empleo en el diagnodstico primario siempre debe ser complementario a las técnicas microscopicas.
A pesar de estos inconvenientes, estos métodos tienen sus ventajas, son rapidos, faciles de usar, no
necesitan equipamiento y su relacién coste-efectividad es muy adecuada.
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Figura 2 Resultados posibles con Test de Diagndstico Rapido Pf/Pan. Marcados los resultados que se observan
en cada caso

3. Diagndstico molecular de malaria

El uso de pruebas basados en la amplificaciéon de acido nucleico tales como PCR y PCR de
transcripcion inversa, PCR a tiempo real o cuantitativas (qQPCR) y mas recientemente sistemas
basados en amplificacion isotérmica (LAMP: Loop mediated isothermal amplification), ha incrementado
notablemente la sensibilidad analitica de los ensayos para muchos patdégenos humanos, incluyendo
la deteccion de los parasitos de la malaria. Sin embargo, entre los inconvenientes que presentan estos
métodos en comparacion con los TDRs y la microscopia convencional para el diagnostico de malaria,
se encuentra el mayor coste, el mayor tiempo en la obtenciéon de los resultados y la dificultad de
desarrollarlos a gran escala para su uso en el terreno. Es por eso que en general estos métodos se
circunscriben a los laboratorios de referencia, aunque algunos han comenzado a dar el salto a los
laboratorios de diagndstico primario especialmente en paises no endémicos como se comenta a
continuacion. Pero en un futuro proximo, en aquellos paises que estén en proceso de erradicacion o
que ya hayan conseguido la certificacion de “free malaria country” sera necesario la implementacién
de estos métodos para detectar los casos de malaria asintomatica y submicroscopica que pueden ser
focos de transmision.

3.1. Métodos basados en PCR

Las técnicas de PCR se basan en la amplificacion de una secuencia de ADN determinada gracias
al uso de oligonucledtidos (conocidos como cebadores), que se unen a la cadena de ADN en los
extremos del fragmento que se quiere amplificar, y de una ADN polimerasa termoestable, que
soporta los cambios de temperatura necesarios para que tenga lugar la hibridacion y la
desnaturalizacion de las hebras de ADN. En el caso de la malaria, diferentes trabajos han mostrado
que la sensibilidad, en torno a 0,01 parasito/ul de sangre, es mayor que los métodos convencionales
basados en microscopia o los métodos basados en deteccidon de antigeno [6, 23]. Mejorando también
la especificidad permitiendo una mejor caracterizacion de las especies, eliminando la subjetividad
del observador, y mejorando igualmente la deteccion de infecciones mixtas en mayor proporcion que
otros métodos [1].

En los ultimos 20 afos, se han publicado mas de 60 conjuntos de cebadores diferentes para la
deteccion de Plasmodium por PCR. La diana mas utilizada para la discriminacion de especies de
plasmodio es la subunidad pequenia del ADN ribosémico (SSU-rRNA o 18S), por presentar zonas
variables y conservadas a lo largo de la secuencia nucleotidica del gen. Pero otras dianas como el
ADN mitocondrial también son muy utilizadas [24].

Una de las mas mencionadas en la literatura para el diagndstico de malaria es la desarrollada
por Snounou con diana en los genes de la subunidad pequefia del ARN ribosomal (SSU-rDNA) [25].
Esta PCR consistia en un primer ciclo de amplificacién en el cual se utilizan cebadores especificos del
género Plasmodium, para posteriormente utilizar una alicuota del producto amplificado en un
segundo ciclo de amplificacion, en el que cada una de las cuatro especies es detectada separadamente
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utilizando cebadores especificos. Esta nested-PCR ha sufrido modificaciones con el tiempo, como la
adicién de una quinta reacciéon de amplificacion especifica de género y la adicién de una sexta
reaccion de amplificacidn especifica para P. knowlesi [26].

No obstante, uno de los inconvenientes que presenta esta PCR es la necesidad de llevar a cabo
de 5 a 6 reacciones de amplificacion independientes, con su posterior analisis por electroforesis; lo
que supone una gran cantidad de reactivos y productos desechables, elevada mano de obra, mayor
riesgo de contaminaciones cruzadas y aumento del coste.

Como solucién a estos inconvenientes, se desarrollé una nested multiplex PCR (NM-PCR), cuyos
cebadores tenian como diana los genes que codifican el SSU-rDNA [27]. Esta PCR consistia en dos
procesos de amplificacién multiple: una primera reaccién con cebadores especificos del género
Plasmodium y de mamiferos (para incluir un control interno de reaccién), y una segunda reaccion de
amplificacién que usa el ADN amplificado en la primera reaccion como molde y que contiene
cebadores especificos para P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malarige. Esta NM-PCR ha sido
modificada posteriormente para la deteccion de P. knowlesi [28] y, ademas, esta comercializada en
formato gel “ready to use”, mostrando una elevada sensibilidad y especificidad [29]. Este método,
ligeramente modificado, es el incorporado a finales del siglo pasado por MaPELab para el diagndstico
molecular de malaria [10].

En los ultimos afos, los nuevos métodos de PCR que se disefian se basan en las técnicas de PCR
a tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR), ya que presenta ciertas ventajas sobre la nested PCR, como
son: 1) solo requieren de un proceso de amplificacion; 2) se llevan a cabo en un sistema cerrado y no
es necesario un analisis post-amplificacion en geles de agarosa, y 3) permite la cuantificacion de la
carga parasitaria.

Los métodos de gqPCR utilizan sefiales fluorescentes para monitorizar la formacién de
amplicones a lo largo de la reaccion. Estos pueden estar basados en la deteccion mediante sondas
especificas o mediante fluoréforos intercalantes como SYBR Green o EVA Green. Los métodos que
utilizan SYBR Green o EVA Green carecen de especificidad, sin embargo, mediante el analisis de las
curvas de desnaturalizacidn es posible distinguir entre las diferentes especies de Plasmodium [30],
pero son los métodos basados en cebadores y sondas especificas para las cinco especies de Plasmodium
los mas extendidos, al aumentar la especificidad [31]. Algunos de los métodos de JPCR se encuentran
comercializados, como el RealStar® Malaria Screen&Type PCR kit 1.0 (Altona diagnostics). El
laboratorio de referencia ha realizado una validacion de este kit que demostré6 una muy buena
sensibilidad y especificidad, equiparable a las obtenidas con el método de referencia, con un limite
de deteccion entre 0,09 y 0,7 parasitos/uL, excepto para P. ovale que es ligeramente superior, igual
que en el caso de las infecciones mixtas. En definitiva, este método demostro6 ser capaz de detectar
parasitemias bajas e infecciones mixtas, incluyendo las infecciones causadas por tres especies de
Plasmodium, siendo un método valido y que numerosos laboratorios de microbiologia de hospitales
estdn incorporando a sus carteras de servicio.

3.2. Métodos basados en amplificacién isotérmica mediante LAMP

El método LAMP (LAMP:Loop mediated isothermal amplification) se describid por primera vez en
el afio 2000, como una técnica que amplifica el ADN con alta especificidad, eficiencia y rapidez bajo
condiciones isotérmicas [32]. Este método emplea una Bst polimerasa y un conjunto de cuatro o seis
cebadores especialmente disefiados [33]. En general, se produce una gran cantidad de ADN y de
pirofosfato de magnesio, un subproducto generado como resultado de la combinacién del ion
pirofosfato, liberado de los desoxirribonucledtidostrifosfato (ANTPs), y el ion magnesio de la
reaccion. Al acumularse este compuesto se produce un aumento de la turbidez, indicando que ha
tenido lugar la reaccion de amplificacion y, por lo tanto, un resultado positivo.

Se han descrito muchas ventajas asociadas al método LAMP. La principal ventaja es su posible
aplicacion en zonas endémicas pues es un método que no requiere un equipo especifico, ni personal
altamente especializado, ademas la enzima es mas permisiva frente a los inhibidores, favoreciendo
métodos de extraccion de ADN rapidos y baratos y no necesita equipos especiales para la deteccion
de los resultados [34].
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Se han descrito diferentes métodos de deteccion visual, para mejorar la lectura visual de la
turbidez, que puede ser subjetiva y requiere de cierta practica para evaluar el resultado, entre ellos la
inclusién de agentes fluorescentes o colorantes indicadores de pH. La lectura de la turbidez puede
ser acoplada a dispositivos que proporcionan un resultado positivo o negativo de manera automatica,
disminuyendo la subjetividad en la interpretacion de resultados [35].

El método LAMP, ha sido comercializado para el diagnéstico de diferentes patogenos,
incluyendo los responsables de causar malaria en los humanos. Hasta la fecha existen varios kits
comercializados y con marcado CE de Conformidad Europea. Eiken Chemical Co. tiene en el
mercado un kit (LoopAMP™ Malaria Pan) para la deteccion de Plasmodium spp., y otros dos para
detectar P. falciparum y P. vivax individualmente (LoopAMP™ Malaria Pfy LoopAMP™ Malaria Pv).
Meridian BioscienceTM ha comercializado los kits AlethiaTM Malaria y AlethiaTM Malaria Plus,
para detectar Plasmodium spp. que se diferencian entre si en el método de extraccion de ADN, ya
incluido en los kits. Estos métodos comercializados, requieren de un equipo de amplificacion
especifico que, ademas, consta de un lector de turbidez para emitir un resultado positivo o negativo.
No obstante, la necesidad de usar estos dispositivos especificos disminuye la versatilidad del método
LAMP y su aplicabilidad a paises en vias de desarrollo.

En el MaPELab la validaciéon del kit AlethiaTM Malaria frente a la NM-PCR mostré una
sensibilidad y especificidad del 98,8% y del 94,7%, respectivamente; y el coeficiente kappa del 0,94,
con un limite de deteccién de 0,075 parasitos/ul. Lamentablemente, a pesar de sus excelentes
prestaciones, tiene el inconveniente de su coste y de necesitar equipos especiales para la realizacion
y la deteccién del método.

En el laboratorio se optimizo una serie de métodos de LAMP para cada una de las cinco especies
de plasmodio que afectan a los humanos y otro también para la deteccién del género, basado en
cebadores previamente descritos [36, 37] y utilizando verde malaquita para una mejor visualizacion
del resultado, reteniendo un color verde-azulado en las muestras positivas y observandose una
pérdida total de color en las muestras negativas, una vez completado el tiempo de reacciéon (40
minutos). La validacion de estos métodos mostré niveles de concordancia y reproducibilidad de mas
del 90% para todos ellos, con valores de especificidad entre el 95 y el 100% y con una sensibilidad
algo menor entre 85,1 y el 100%, excepto para el ensayo de LAMP para P. malarize que fue
notablemente inferior (47,4%). El laboratorio esta trabajando en la mejora de este tltimo LAMP y en
el disefio de un multi-LAMP en formato liofilizado para que se pueda utilizar en zonas remotas sin
necesidad de cadena de frio, necesaria para la Bst polimerasa, y equipos especificos como ocurre con
los LAMP comerciales hasta el momento (Figura 3).
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Figura 3 Tubos de reaccién tras la amplificacion mediante LAMP con verde malaquita. Las dos muestras de la
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izquierda retienen el color verde-azulado del verde malaquita (positivas) mientras que en las dos muestras de
la derecha hay pérdida del color (negativas)
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4. Inteligencia artificial y microscopia automatica.

Las limitaciones inherentes a la microscopia tradicional han favorecido el desarrollo de técnicas
de microscopia automatica para la deteccion de malaria mediante dispositivos automaticos que
combinan el andlisis de imagenes y la inteligencia artificial. Los primeros desarrollos, algo
rudimentarios, se basaban en el andlisis de imagenes tomadas en el microscopio [38], con
posterioridad se desarrollé un sistema automatico, compuesto por un médulo de obtencion de
imagenes y otro del andlisis de la misma, con el inconveniente que sélo era capaz de diferenciar P.
falciparum de P. vivax [39]. Recientemente, Sight Diagnostics, disefié un equipo complejo, disponible
comercialmente, que incluia un dispositivo de microscopia automatica y capaz de caracterizar la
especie de plasmodio responsable de la infeccién y cuantificando la parasitemia (Figura 4). Este
sistema se basa en tefiir las muestras de sangre con colorantes fluorescentes y posteriormente
escaneadas, analizandose tanto los glébulos blancos, las plaquetas y los globulos rojos, como los
estadios del parasito causante de malaria (trofozoitos, esquizontes y gametocitos). Estos datos son
interpretados por un algoritmo para obtener un diagndstico final que detecta, enumera e identifica
las especies de Plasmodium con un limite de deteccion de 20 parasitos/ul [40].

R -"

Figura 4 Equipo de Sight diagnostics de microscopia automatica

En el laboratorio de referencia se realizé una evaluacién del equipo de manera prospectiva sobre
639 muestras. La concordancia frente al método de referencia fue del 87,8%, identificando
correctamente un 84,3% (91/108) de las muestras de P. falciparum pero solo un 62,5% (10/16) de las
infecciones de P. vivax. En términos de sensibilidad y especificidad, éstas fueron del 76,51% y 92,45%,
respectivamente; con un coeficiente kappa de 0,69, estando éste por debajo de los niveles de
aceptacion para ser utilizado como método de diagndstico. Ademas, el algoritmo solo identifica P.
falciparum y P. vivax, en este caso sin diferenciarlo de P. ovale, y no distingue infecciones mixtas. Por
altimo, el equipo pesa mas de 50 Kg y tiene piezas sensibles que lo hacen poco util en zonas
endémicas.

En esta linea, el laboratorio trabaja en colaboracién con una Start-Up espafiola para desarrollar
un sistema de diagndstico de parasitos sanguineos, entre ellos Plasmodium, basado en un adaptador,
para usar el teléfono movil como camara en el microscopio, una app y un algoritmo de inteligencia
artificial.

Este sistema tendra la ventaja de utilizar microscopios sin caracteristicas especiales, como los
que se utilizan actualmente en las zonas endémicas, pero también la gran mayoria de los que se
utilizan en cualquier hospital para ver los frotis de sangre. Este sistema permitira trabajar sobre esos
mismos frotis y dar una confirmacién o un apoyo al diagnostico realizado por el microscopista
(Figura 5).
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Figura 5 Tecnologia de SpotLab. Plataforma web para digitalizar imagenes. Adaptador teléfono movil-
microscopio. Ejemplo de deteccion de region de interés mediante IA

5. El futuro ya esta aqui

Numerosas nuevas lineas estan abiertas para el diagnostico de malaria usando citometria de
flujo [41], microfluidica [42], microarrays [43] o en espectrometria de masas [44] y eso sin olvidar los
nuevos desarrollos en RDT, qPCR o LAMP. Pero es posible que, gracias a la bajada de costes, el
diagnostico de malaria se haga, en un futuro préoximo, mediante metagenomica, bien identificando
las especies de Plasmodium [45] o bien en un diagndstico diferencial mas amplio, en principio en los
centros de referencia, cubriendo en paralelo numerosas enfermedades infecciosas [46].

Los préximos avances en el diagndstico de malaria realmente ya estan aqui, pero la viabilidad
de acercarlo del laboratorio de investigacién a los laboratorios de los hospitales y a las zonas
endémicas es mas complicado. Es decir, por ahora la utilidad de estos desarrollos es reducida y su
implantacion dependera de su capacidad para reducir costes, la dependencia de equipos con
necesidades de verificacion importantes y la mejoria econémica de los paises a los que vaya dirigido.

Comentario final

Es muy importante sefialar que no se debe considerar que lo que expresan estas lineas es que
haya métodos mejores o peores en el diagnostico de malaria, la diferencia existe en la pregunta
diagnostica que se haga. Si queremos diagnosticar un caso clinico de malaria, la microscopia en
cualquiera de sus formatos nos va a ser perfectamente 1til, pero si queremos cribar una poblacion
para detectar casos asintomaticos, necesitaremos métodos mas sensibles. En definitiva, lo importante
no es el método sino la pregunta que queramos responder, y entonces, podremos escoger el método
mas apropiado considerando no solo la sensibilidad, sino el coste, la disponibilidad y las
posibilidades técnicas.
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