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Resumen

Introduccion: Facilitar la realizacion de diagnosticos rapidos, de calidad y de bajo coste es estratégico en la
lucha contra la malaria y la esquistosomiasis.

Resultados: Mediante unaimpresora 3D, un controlador Arduino y motores guiados por este, y con un teléfono
movil se ha disefiado un sistema para convertir cualquier microscopio en un instrumento robotizado. Ademas,
se han entrenado redes neuronales para realizar el diagndstico de malaria mediante gota gruesa y esquistoso-
miasis en orina.

Discusion: Es un ejemplo de buena practica en investigacion para el desarrollo humano. Se entrenaran las
redes neuronales para el diagndstico de malaria en gota extendida y otras infecciones de las que disponemos
imagenes. El sistema desarrollado permitird también digitalizarimagenes de muestras correspondientes a otras
enfermedades de las que no se disponen imégenes, como la enfermedad de Chagas aguda, que posteriormente
se utilizaran para entrenar nuevas redes neuronales. El sistema también se utilizard para formar nuevos micros-
copistas o para reforzar las capacidades de las personas ya formadas. El programa de trabajo es fruto de una
colaboracién entre el Hospital de la Vall d'Hebron, la Universitat Politecnica de Catalunya i la Fundacion Probitas,
con la colaboracion del Departamento de enfermedades tropicales desatendidas de la OMS.

Microscopy diagnosis of malaria and other infections using artificial
intelligence and robotisation

Summary

Introduction: Facilitating rapid, high quality and low-cost diagnostics is strategic in the fight against malaria
and schistosomiasis.

Results: By using a 3D printer, an Arduino controller, low-cost servo motors, and a smartphone device, a sys-
tem has been designed to convert any conventional microscope into a robotic instrument. In addition, neural
networks have been trained to diagnose malaria using thick blood smears, and schistosomiasis in urine samples.
Discussion: [tis an example of affordable practice in research for human development. Neural networks will be
trained for the diagnosis of malaria in thin blood smears and other infections of which we have digital images.
The developed system will also allow us to digitize images of samples corresponding to other diseases of which
images are not available, such as acute Chagas disease, which will subsequently be used to train new neural
networks. The system will also be used to train new microscopists or to reinforce the capabilities of people already
trained. The work program is the result of a collaboration between the Vall d'Hebron Hospital, the Polytechnic
University of Catalonia and the Probitas Foundation, with the collaboration of the Department of Neglected
Tropical Diseases of the WHO.
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Introduccion

En el aflo 2001 se inicié un proyecto para mejorar el control
de la malaria en el Parque Natural de Jau (Amazonia, Brasil)'2 Se
demostrd que un diagnostico rapido de la enfermedad median-
te microscopia permitia una rapida mejora epidemioldgica. En
pocos afnos la incidencia disminuyo de forma muy importante. El
éxito del trabajo se fundamento en algunos puntos estratégicos:
(a) laimplicacion de las comunidades en la proteccion de la salud,
(b) la proximidad de la atencién sanitaria® y (c) la formacion de
personas para trabajar como microscopistas en las mismas co-
munidades. Se constatd que la presencia de microscopistas en
los centros de salud es imprescindible, y constatamos el interés
de poder desarrollar herramientas que los ayudaran en su trabajo.
Aquella experiencia nos mostro el interés por desarrollar tecno-
logia que permitiera incorporar a la asistencia primaria, incluso
en las comunidades mas pequefas, un sistema de diagndstico
de la malaria de calidad, de bajo coste y de facil mantenimiento.

De ahi parte el trabajo para desarrollar un sistema de diag-
ndéstico basado en el andlisis de imagenes de microscopia*®. Los
primeros resultados mostraron el interés de esta estrategia por
facilitar el diagnostico de la malaria y de otras enfermedades que
afectan a poblaciones en comunidades con indice de desarrollo
humano bajo o muy bajo. Se inicidé una colaboracion interdisci-
plinaria entre Vall d'Hebron, Universitat Politecnica de Catalunya
y la fundacion PROBITAS, con el apoyo del Departamento de en-
fermedades tropicales desatendidas de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), con el objetivo de desarrollar un sistema de
bajo coste, accesible, sostenible y de calidad.

Partiendo de un microscopio corriente, pensando en mi-
Croscopios que se pueden encontrar en cualquier centro donde
se realizan diagnésticos, pensando en comunidades con pocos
recursos, se han desarrollado los complementos de bajo coste,
necesarios para convertirlo en un microscopio robotizado® Un
microscopio con capacidad de explorar un portaobjetos, analizar
lasimagenes obtenidasy realizar diagnosticos. Los puntos claves
son: construccion de piezas con una impresora 3D, utilizacion
de un procesador Arduino y de motores controlados por este
procesador, captura de imagenes mediante un teléfono movil y
diagnostico realizado por el mismo teléfono o en un ordenador
del laboratorio mediante redes neuronales como YOLOv5x. Todos
los elementos pueden estar al alcance de cualquier laboratorio,
quizas lo menos accesible es disponer de impresoras 3D, pero en
todas las ciudades actualmente se pueden encontrar servicios de
impresion. De esta manera con una inversion muy pequena se
puede convertir un microscopio corriente en una herramienta
moderna con capacidad de facilitar de forma importante las tareas

para realizar diagnosticos o digitalizar imagenes de microscopia
con valor clinico.

El objetivo del trabajo es desarrollar herramientas accesibles y
de calidad para facilitar el diagndstico de malaria, esquistosomia-
sisy otras enfermedades que afectan especialmente a poblacion
con indices de desarrollo humano bajo o muy bajo.

Material y método

Se harealizado un estudio colaborativo multicéntrico entre la
Universidad Politécnica de Catalunya, el Centro de Enfermedades
Transmisibles y Salud Internacional Drassanes-Vall d'Hebron, el
Departamento de Microbiologfa del Hospital Universitario Vall
d'Hebron y la Fundacion Probitas. El trabajo experimental se
ha realizado en el laboratorio de calculo del grupo BIOCOM-SC
(https://biocomsc.upc.edu/en, Castelldefels) y en el laboratorio
del centro de Enfermedades Transmisibles y Salud Internacional
Drassanes-Vall d'Hebron (Barcelona). Los métodos empleados
durante el estudio se dividen en:

— Automatizacion microscopica de bajo coste®,

— Generacion de una base de datos de imagenes digitales.

— Entrenamiento de redes neuronales convolucionales para
el diagndstico de la malaria y la esquistosomiasis urogenital.

— Integracion de la tecnologfa en una aplicacién de dispositivo
movil para el diagnostico.

Microscopio robotizado de bajo coste

Se disefaron piezas adaptables de acido polilactico (PLA)
mediante tecnologia de impresion 3D. Se empled una impresora
Ender-3 Crealty 3Dy los programas informéticos Ultimaker Cura
software y Tinkercad Open Source para el disefio e impresion
de los modelos. Las piezas fueron disefiadas con el objetivo de
poder ser adaptadas a la mayorfa de microscopios 6pticos con-
vencionales de un laboratorio de microbiologfa, considerando
diversos modelos de distintas marcas comerciales (Leica, Zeiss,
Nikon y Olympus).

Para la automatizacion de los movimientos en los ejes X, Yy Z
(autoenfoque) se emplearon tres servo motores 9G (5V, 500 mA),
uno por cada eje, de bajo coste. Los motores son guiados por un
controlador Arduino MKR Wifi 1010 (5V, 700 mA). El controlador
Arduino esta conectado mediante conexién Bluetooth (BLE) de
baja energia a la aplicacion del dispositivo maovil.

Elrastreo de la muestra se ha disefiado mediante la concate-
nacion de movimientos en los ejes X-Y de los servo motores y un
algoritmo de autoenfoque basado en la varianza Laplaciana, para
la correccion de laimagen en los campos microscépicos del eje Z.
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Generacion de la base de datos de imagenes
digitales

Durante el periodo de febrero 2021 hasta diciembre de 2023
se capturaron imagenes digitales de muestras de gota gruesa
tefidas con Giemsa y de sedimento urinario. Las muestras fue-
ron analizadas retrospectivamente procedentes del Centro de
Enfermedades Transmisibles y Salud Internacional Drassanes-
Vall d'Hebron. Las imagenes de muestras de gota gruesa fueron
adquiridas con una magnificacion de 1000x (10x ocular y 100x
objetico de inmersién), y las de sedimento urinario con una mag-
nificacion de 100x y 400x (10x oculary 10x/40x objetivo). Las ima-
genes fueron capturadas con la cdmara integrada Leica ICC50W
(5 MP) y la cdmara de un dispositivo mévil Samsung Galaxy S20
(64 MP). La resolucion de las imagenes fue de 2992x1944 pixeles
y 3024x4032 pixeles respectivamente. En el caso de lasimagenes
adquiridas con el dispositivo moévil se les realizd un proceso de
pre-procesamiento (recorte con script de Python 4:3 y rotaciéon
de 90°) para eliminar los bordes negros debido a la adaptacion
necesaria del dispositivo al ocular del microscopio. Lasimagenes
fueron etiquetadas por profesionales del Centro de Enfermeda-
des Transmisibles y Salud Internacional Drassanes-Vall d'Hebron
mediante la Annotation App. Se etiquetaron leucocitos, trofozoitos
jévenes y maduros de Plasmodium en las imagenes digitales
de gota gruesa; y huevos de Schistosoma haematobium en las
imagenes digitales de muestras de sedimento urinario. También
se clasificaron las imdgenes de sedimento en dos grupos segun
la presencia o ausencia de eritrocitos y leucocitos en la orina.

Entrenamiento de redes neuronales
convolucionales

Los modelos de redes neuronales You Only Look Once (YOLO),
Faster R-CNN, SSD y RetinaNet fueron entrenados con la base de
datos de imagenes digitales generada. Para la deteccién auto-
matizada de parasitos de Plasmodium se entrenaron los modelos
YOLOvV5x, Faster R-CNN, SSD y RetinaNet; para la clasificacion
de trofozoitos jovenes, maduros y leucocitos. Para la deteccion
automatizada de parésitos de S. haematobium se entrenaron los
modelos YOLOv5x, YOLOvS5s, YOLOv8x y YOLOV8s; con una Unica
categoria de anotaciones relativa alos huevos de S. haematobium.
Los bloques de entrenamiento para todas las redes neuronales
fueron distribuidos en: 80% entrenamiento, 15% validaciony 5%
test. Las redes neuronales binarias MobileNetv3Large, Efficient-
Netv2 y NasNetlLarge fueron entrenadas para la clasificacion
automatica de imagenes digitales de sedimento urinario con
presencia o ausencia de hematuria/leucocitaria.

Aplicacion de dispositivo movil

Se desarrollé una aplicacion de dispositivo mévil con el
sistema de programacion de acceso abierto Android Studio.
La aplicacion es exclusiva para el sistema operativo Android. El
software ha sido disefiado para integrar las conexiones BLE con
el controlador Arduino y un ordenador, en caso de ser necesario.
En la interfaz del sistema se muestran variables de configuracién
(tipo de muestra o enfermedad a diagnosticar, nimero de pa-
ciente, nUmero de muestra), y variables clinicas (resultado diag-
nostico, parasitemia/parasitUria, numero de parasitos detectados,
numero de leucocitos detectados, imagenes demostrativas). En
el software de la aplicaciéon se han integrado las redes neuronales
previamente entrenadas, para realizar automaticamente el analisis
de lasimagenes digitales capturadas por el dispositivo. El sistema
ha sido desarrollado para el sistema Android, el mas extendido
en paises de indice de desarrollo humano bajo y muy bajo, pero
es facilmente adaptable a otros sistemas.

Resultados

Todos los resultados mostrados en el manuscrito estan
basados en estudios anteriormente publicados o en fase de
revision para su publicacion, por parte de nuestro grupo de
investigacion®®,

Microscopio robotizado de bajo coste

Para la robotizacion de un microscopio éptico convencional
se han disefado 3 subgrupos de piezas mediante impresion 3D.
El sistema de robotizacion esta representado en la Figura 1. En
primer lugar, se han disefiado las piezas relativas a los movimien-
tos de autoenfoque y almacenamiento de los controladores. La
pieza de autoenfoque (Figura 1.1) es la responsable de ajustar-se
a la rueda del micrométrico del microscopio. El ajuste permitird
mover el enfoque de la muestra mediante un servo motor 9G
(servo motor Z), y mejorar la imagen con el algoritmo de varianza
Laplaciana. La pieza de almacenamiento (Figura 1.1) es la res-
ponsable de guardar los componentes electronicos del sistema,
incluido el controlador Arduino. Ademas, ha sido disefiado con
una red de agujeros para evitar el sobrecalentamiento del sistema.
El segundo subgrupo de piezas es el relativo a la platina del mi-
croscopio (Figura 1.2). El subgrupo esta formado por 3 piezas que
permitiran emular los movimientos en los ejes X e Y de la platina
mediante dos servo motores, uno en cada eje (servo motor X,
y servo motor Y). Por Ultimo, se ha disefiado un adaptador para
el agarre del dispositivo mévil a la lente ocular del microscopio
(Figura 1.3). Esta pieza es la responsable de mantener agarrado el
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Figura 1. Diagrama de robotizacion del microscopio 6ptico convencional de bajo coste. Las flechas punteadas representan
conexiones Bluetooth (BLE) y las flechas de guiones representan uniones fisicas de los componentes. (1) Piezas de auto-
enfoque y almacenamiento. (2) Piezas de la platina. (3) Piezas de soporte para el dispositivo movil.

Servo motor (X)

Adaptador de
dispositivo movil

Conexiéon BLE

g Servo motor (Z)

Controlador Arduino

dispositivo para la correcta adquisicion de las imagenes a través
de la cdmara del mévil y las lentes del microscopio.

Base de datos de imagenes etiquetadas

Durante el periodo del estudio se etiquetaron un total de 2.571
imagenes digitales de 148 muestras de gota gruesa tefiidas con
Giemsa, con una magnificacion total de 1000x. Todas las imagenes
fueron empleadas para el entrenamiento de redes neuronales
convolucionales. El origen de las muestras fue de 55/148 (37,1%)
de pacientes del Centro de Enfermedades Transmisibles y Salud
Internacional Drassanes-Vall d'Hebron (Barcelona, Espafia), 80/148
(54,0%) de muestras de la coleccion Drassanes-Vall d'Hebron (Bar-
celona, Espana), y 13/148 (8,7%) del Hospital Saint John of God
(Lunsar, Sierra Leona). En un total de 80 muestras se disponia del
diagndstico por especie representando 47/80 (58,8%) P falciparum,
24/80 (30,0%) P vivax/R. ovale, 7/80 (8,75%) P malariae'y 2/80 (2,50%)
por infecciones dobles mixtas. Un total de 2.238/2.571 (87,0%) de
lasimdagenes fueron capturadas con la cdmara integrada ICC50W
Leica, y 333/2.571 (13,0%) por la camara del dispositivo movil
Samsung Galaxy S20. En total se realizaron 63.898 etiquetas,
37.820(59,2%) de trofozoitos jovenes, 1641(2,56%) de trofozoitos

madurosy 24.437 (38,2%) de leucocitos. Por otro lado, se etique-
taron un total de 1.779 imdgenes digitales de 32 muestras de
sedimento urinario. 1.017/1.779 (57,1%) fueron empleadas para el
entrenamiento de redes neuronales convolucionales,y 762/1.779
(42,9%) fueron utilizadas para el entrenamiento de redes neuro-
nales binarias. Todas las imagenes relativas a las redes neuronales
binarias fueron capturadas con una magnificacion total de 100x,
493/762 (64,7%) presentaron eritrocitos/leucocitos y 269/762
(35,3%) tenian ausencia de eritrocitos/leucocitos. Las imagenes
empleadas para las redes neuronales convolucionales 500/1.017
(49,2%) fueron capturadas a 100x y 517/1.017 (50,8%) a 400x;
744/1017 (73,1%) adquiridas con la camara integrada ICC50W
Leicay 273/1017 (26,8%) la cdmara del dispositivo movil Samsung
Galaxy S20; se etiguetaron un total de 1.189 anotaciones, de Ia
cuales 1.165/1.189 (97,90%) eran de huevos de S. haematobium
y 24/1189 (2,10%) huevos calcificados de S. haematobium.

Entrenamiento de redes neuronales

convolucionales

El entrenamiento de las redes neuronales y la comparativa
entre iguales demostré que tanto en el caso de la deteccion de
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parasitos de Plasmodium en muestras de gota gruesa tefiidas con
Giemsa, como para la deteccidn de huevos de S. haematobium
en muestras de sedimento urinario; la red neuronal YOLOv5x
es la éptima para nuestra base de datos. El entrenamiento de
YOLOv5x demostrd valores de entre 90-99% de precision para
los dos procesos de diagnostico.

En las Figuras 2 y 3 se muestran imagenes representativas
de las detecciones de parasitos de Plasmodium y huevos de S.
haematobium de las redes neuronales YOLOV5X.

Figura 2. Deteccién de huevos de S. haematobium median-
te la red neuronal YOLOv5x en una muestra de sedimento
urinario. Magnificacion 100x (10x objetivo, 10x ocular).

Laborator Microbiotogia

Figure 3. Deteccion de parasitos de Plasmodium y leucocitos
mediante la red neuronal YOLOv5x en una muestra de una
gota de sangre. Magnificacion 1000x (100x objetivo aceite
de inmersion, 10x ocular).

2 Vall
’ *&8" d’Hebron

Vall d"Hebron-Drassanes
Laboratori Microbiologia

También se entrenaron las redes neuronales binarias Mobile-
Netv3Large, EfficientNetv2 y NasNetlLarge, y se realizo un estudio
comparativo de su rendimiento. Los resultados demuestran que
el mejor modelo de red neuronal para la deteccion de eritrocitos
y leucocitos en imagenes de muestras de sedimento urinario es
NasNetlLarge, con valores de precisién superiores al 85%.

Figura 4. Representacion grafica del algoritmo diagnéstico en un laboratorio de microbiologia clinica. Mediante el uso del
microscopio 6ptico robotizado de bajo coste y la aplicacién de dispositivo moévil con los modelos de redes neuronales inte-
grados se propone automatizar el rastreo e interpretacion de la muestra.
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Algoritmo diagndstico del sistema

El sistema de diagnostico, mediante la aplicacion de dispo-
sitivo movil, es capaz de guiar los movimientos del microscopio
robotizado de bajo coste y analizar las imdgenes mediante los
modelos pre-entrenados de redes neuronales. Todo el sistema
esta integrado en la aplicacion, y en caso de que se requiera se
puede utilizar un ordenador para mejorar el rendimiento compu-
tacional. Se ha disefado un algoritmo diagnéstico para dar sopor-
te a la microscopia convencional y complementar a las técnicas
ya existentes, como los test antigénicos de diagnéstico rapido.
El funcionamiento del sistema de diagndstico esté representado
en la Figura 4. En la prueba piloto realizada en Barcelona un 89%
de los diagndsticos son correctos. La mejora de los protocolos
debe permitir aumentar este porcentaje.

Discusion

La OMS estimaba que en 2.000 hubo 243 millones de casos de
malaria y 839.000 muertes en el mundo. Esta cifra no ha variado
significativamente a lo largo de los afos, la OMS estima que en
2022 hubo 249 millones de casos y 608.000 muertes a causa de
la enfermedad. El aumento de la poblacion nos permite entender
que a pesar de que el nimero de casos se ha mantenido o au-
mentado la incidencia ha bajado, aun asi el resultado globalmen-
te muestra un fracaso en el esfuerzo por controlar la epidemia®.
Probablemente conseguir laimplicacién de las comunidades en
la proteccion de la salud, y la proximidad y accesibilidad (fisica y
econdmica) a los servicios de salud con la presencia de personal
formado son los verdaderos retos para encauzar la situaciéon. Una
asistencia primaria de calidad es imprescindible para cambiar
esta dindmica en la malaria y en otras enfermedades como la
tuberculosis. La tecnologia de bajo coste y sostenible como la
presentada en este articulo son un ejemplo de estrategias en
esta direccion. Es necesario lineas de investigacion cientifica y
tecnoldgica para el desarrollo humano pensando en fortalecer
la asistencia primaria, desde facilitar diagnosticos hasta facilitar
la gestion de la informacion.

La OMS promueve el uso de test rapidos y de la microsco-
pia como técnicas para el diagndéstico de la malaria, siendo la
observacion de gotas gruesas y extensiones el ‘gold standard”.
Los test rapidos son una buena opcion, si se dispone de ellos,
mientras que la microscopia no requiere suministros regulares
ni apenas implica costes materiales. Por otro lado los test rapidos
pueden causar falsos negativos'®'", en estos casos, si la sospecha
de malaria es clara la microscopia es una técnica requerida. Los
falsos negativos por microscopia se pueden reducir reforzando la

formacién en microscopia 0 mejorando progresivamente el uso
de sistemas como el presentado en este trabajo.

Serfa un grave error que la introduccion de sistemas de diag-
noéstico automatico como el presentado significase la desapari-
cion de microscopistas en los centros de diagnostico. Al contrario,
es estratégico aprovechar las herramientas tecnoldgicas para
facilitar la formacion de nuevos microscopistas y para reforzar la
formacién de los microscopistas existentes. Desarrollar material
formativo con esta finalidad es uno de los objetivos de trabajo
de nuestro grupo interdisciplinario de investigacion.

La metodologia utilizada puede extenderse a otros hemopa-
rasitos u otros parasitos de heces u orina. Actualmente ya tenemos
desarrollado el sistema para el diagndéstico de la esquistosomiasis.

Complementariamente al sistema automatico de diagnds-
tico hay otros retos que nos planteamos trabajar como equipo
interdisciplinario de investigacion:

— Recogerimégenes de otros hemoparasitos para poder entre-
nar redes neuronales para su identificacion. Para conseguir
este objetivo debemos mejorar las redes actuales para poder
detectar con seguridad los componentes que encontramos
en una muestra de sangre normal, y por tanto detectar los
elementos no identificados, que podran ser posteriormente
identificados por los especialistas, y de esta forma con un
esfuerzo pequefo ir recogiendo muestras de otros parasitos.
Esto puede ser una buena estrategia para recoger imagenes
de las que no se tienen colecciones digitalizadas, por ejem-
plo, muestras de enfermedad de Chagas aguda.

— Desarrollar un sistema de geolocalizacion de casos, junto
con un sistema de alerta para detectar cuando en un de-
terminado laboratorio se estd haciendo frente a un brote
epidémico no esperable. Esta herramienta puede ser Util para
los sistemas de salud, y deberia incluir los casos detectados
por microscopia y por test rapidos.

Eltrabajo presentado en este articulo es un buen ejemplo de
lo que debe ser un programa de investigacién para el desarrollo
humano. Un trabajo que debe ser cientifica y tecnolégicamente
indiscutible®8, un trabajo que debe tener como meta a las comu-
nidades que sufren enfermedades como la malaria, y un trabajo
realizado con una mirada hacia el futuro pensando en incorporar
nuevas herramientas y estrategias. En la metodologfa presenta-
da la inteligencia artificial (IA) es solo una herramienta, siendo
obvia la necesidad de mantener personas formadas para poder
atender a los pacientes. Realmente la proximidad y accesibilidad
de los sistemas de salud es mas importante que los métodos
de diagndstico y tratamiento, para ello el personal sanitario es
absolutamente insubstituible, la IA debe facilitar la relacion con
el paciente, no alejarlo.
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En el contexto de cooperacion para el desarrollo, todo el
sistema sera de dominio publico, nuestra voluntad, como equipo
de trabajo, es ayudar a su implantacion a las autoridades sanita-
rias que lo deseen. El sistema propuesto se puede implantar en
cualquier pafs, probablemente un reto a afrontar es la formacion
de técnicos (impresion 3D, instalacion de piezas y componentes
electronicos, gestion de software) que puedan dar soporte a
diferentes laboratorios.
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