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Resumen  

La malaria es una enfermedad parasitaria transmitida por un mosquito vector que causa miles 

de muertes anuales a nivel mundial y la manera adecuada para interrumpir su transmisión es 

el diagnóstico y tratamiento temprano. Se propone la implementación de la espectroscopia 

micro Raman como método alternativo de detección de la malaria. Para esto se prepararon 

placas mediante las técnicas de extendido y gota gruesa, con sangre sana y con malaria, 

siguiendo los parámetros establecidos por el Instituto Nacional de Salud (INS). Luego, se 

seleccionaron 10 láminas con muestras infectadas de malaria en extendido y 10 en gota 

gruesa, así como 4 láminas con sangre sana. En cada lámina se identificaron 20 campos 

ópticos para ser analizados mediante espectroscopia micro-Raman con un láser de 785 nm. 

Una vez obtenidos los espectros se calculó la desviación estándar para determinar si un 

conjunto de valores cercanos a un número de onda determinado corresponden o no a un pico, 

asociado a cada grupo. En particular para las muestras infectadas con malaria, preparadas 

mediante la técnica de extendido, se encontró una banda localizada en 1321 cm-1 asociada 

con la presencia de hemozoína en la sangre.  
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1. Introducción  
 

La malaria es una enfermedad causada por parásitos del género Plasmodium trasmitida por 

mosquitos del género Anopheles, de la cual se registran aproximadamente 228 millones de 

contagios que generan en promedio 400 000 muertes anuales a nivel mundial. La región 

africana es la más afectada pues representa el 93% de las infecciones a nivel mundial y la 

misma cantidad del total de defunciones. La población más vulnerable es la infantil menor 

de 5 años, pues para el 2018 representaban el 67% de las muertes mundiales. En el 2018, las 

regiones de república democrática del Congo, Uganda, Nigeria, Mozambique, Niger y Costa 

de Marfil tuvieron la mitad de la población mundial infectada (WHO, 2019). 

Especialmente en Colombia, durante el 2018 se contabilizaron, 62141 casos de malaria, de 

los cuales, 61178 fueron malaria no complicada y 953 complicada. De estos casos de 

contagio, el 50,1% pertenecen a infección por Plasmodium vivax, 47, 9% por Plasmodium 

falciparum y el 2% restante por infección mixta (INS, 2019). Para la semana 21 del 2020, 

Colombia reportó una reducción general en los contagios, sin embargo, se presentaron 

incrementos en algunos municipios como Norte de Santander, Cauca, Nariño, Antioquia, 

Córdoba, Guaviare, Bolívar y Meta, acompañado de brotes relacionados con la actividad 

minera (OMS 2020). 

El Plasmodium falciparum y el vivax son los tipos más relevantes, ya que son los causantes 

de la mayoría de las muertes causadas por la malaria (Hastings, 2015).  Este tipo de parásito 

invade las células hepáticas y luego se multiplica en los glóbulos rojos. Sin embargo, la 

propagación en el cuerpo puede tardarse hasta 15 días, lo que hace que el diagnóstico de la 

infección sea complicado en las primeras etapas (Paul, 1981).  



La resistencia a los medicamentos antipalúdicos y a los insecticidas han hecho que la terapia 

actual sea ineficaz y que la tasa de contagio y supervivencia de los mosquitos agentes de 

transmisión aumente (Fairhurst, 2012). En la actualidad no hay una prueba diagnóstica única, 

ya que las pruebas actuales no cumplen a cabalidad con todos los indicadores que permitan 

identificar esta patología, por lo que generalmente deben ser combinadas. Existen diversas 

formas para la detección de la malaria, cada una con diferentes capacidades de detección, por 

ejemplo, algunas pueden identificar las cuatro especies más relevantes de malaria, pero no 

las diferencian. Las pruebas más comunes son: la de gota gruesa, extensión y la prueba de 

diagnóstico rápido (Mendoza et al., 2011). La sensibilidad de estas técnicas depende de 

varios factores como el tiempo trascurrido después de la trasmisión y del estado (gestación, 

VIH, edad, etc.) en el que se encuentre el paciente (Ministerio de Salud de Colombia y 

Protección Social, 2020) También influye la experiencia del técnico encargado de realizar el 

conteo manual de los parásitos en las muestras, y su capacidad para identificar la presencia 

y la especie del parásito causante de la enfermedad (WHO, 2009). 

Actualmente, el diagnóstico de la malaria se da por medio del hallazgo de los parásitos del 

Plasmodium en sangre. Esta identificación se realiza mediante la tinción del parásito, la cual 

generalmente ocasiona que se presente deshemoglobinización, es decir, este proceso tiende 

a disminuir la cantidad de sangre en las muestras, permitiendo una mejor visualización 

mediante microscopia del parásito y así la caracterización del tamaño, la forma y el color de 

la célula hospedadora (Cortés et al., 2018).  

En este trabajo nos enfocaremos en el análisis del plasmodium falciparum ya que es la especie 

que ocasiona más muertes a nivel mundial. Para la preparación de las muestras se seguirán 

los parámetros establecidos por el INS para lo cual se emplearán las técnicas de gota gruesa 



y extendido en lugar de gotas húmedas de sangre, ya que se desea replicar las condiciones 

establecidas en los laboratorios clínicos de detección de la enfermedad para que el profesional 

encargado pueda emplear las mismas láminas tanto en el conteo manual como en el análisis 

de los espectros Raman.    

Debido a que el análisis actual de la malaria se realiza mediante conteo manual del parásito 

por parte de un técnico especializado, y en ocasiones se presentan fallas humanas que podrían 

dar como resultados falsos negativos, la tipificación del espectro Raman del parásito del 

Plasmodium falciparum sería de gran utilidad, pues permitirá la identificación del mismo en 

corto tiempo. La detección temprana de esta enfermedad ayuda a evitar que este avance y 

pueda presentar mayores complicaciones inclusive mortales, por otra parte, contribuye a que 

el paciente deje de ser un potencial foco de contagio (OPS et al. 2010).  

Durante las últimas décadas técnicas espectroscópicas como la infrarroja y la Raman están 

siendo cada vez más empleadas en el análisis de compuestos biológicos, gracias a que su 

funcionamiento se basa en las vibraciones moleculares de las muestras, permitiendo conocer 

la estructura química de los compuestos analizados. La espectroscopía infrarroja es una 

técnica prometedora, sin embargo, se ve limitada, ya que solo se puede emplear en muestras 

secas (Khoshmanesh, 2014). Por otro lado, la espectroscopía Raman es una técnica 

químicamente selectiva y no invasiva que puede ser empleada en muestras biológicas con 

altos contenidos de agua sin verse afectado el resultado (Keiner, 2015). Un avance en la 

caracterización de la malaria a través de esta técnica es la identificación de la hemozoína, la 

cual posee un especto característico gracias a su estructura cristalina que se debe a sus 

unidades diméricas de hemo (Butler, 2016). 



La hemozoína es un producto tóxico de desecho que excreta el parásito para protegerse, su 

estructura es idéntica a la hematina 𝛽 fabricada de forma artificial por lo que al momento del 

análisis puede ser empleada como referencia en la identificación de picos relevantes en el 

estudio (Wood et al., 2004). Es por esto que la hemozoína se convierte en un componente 

clave para la detección de la malaria. En general, los espectros Raman de la hemoglobina y 

la hemozoína presentan grandes similitudes en sus estructuras. 

 

Otros beneficios de implementar la espectroscopía Micro Raman son la identificación de los 

modos de frecuencia y de vibración intermolecular, los cuales proporcionan información 

específica de la composición y de la estructura molecular del material analizado. Además, 

otra ventaja es su facilidad a la hora de ser transportado, ya que un microscopio convencional 

tiene un tamaño aproximado de 432 mm (altura) x 233 mm (ancho) x 367.5 mm 

(profundidad), y 8.5 kg (Técnica, s. f.), con respecto a un espectrómetro Raman presenta las 

siguientes dimensiones 88.9 mm (altura) x 63.5 mm (ancho) x 52.4 mm (profundidad) y 0.4 

kg (Ocean HDX Raman Spectrometers Ocean Insight, s. f.) lo cual podría tener un gran 

impacto en un país como Colombia, en donde un gran porcentaje de las zonas con mayor 

presencia de la enfermedad se encuentran ubicadas en lugares de difícil acceso.  

Esta investigación hace parte de la fase inicial del proyecto “Desarrollo e implementación de 

un sistema basado en espectroscopia Raman e inteligencia artificial como método 

complementario para el diagnóstico de Malaria”, elaborado en colaboración con el Instituto 

Nacional de Salud y Oak Ridge National Laboratory (USA) el cual tiene como objetivo 

diseñar, implementar, estandarizar y validar un sistema portátil con las técnicas SERS y gota 

gruesa como métodos alternativos de detección de malaria utilizando inteligencia artificial.  



Para esto se realizarán una serie de pruebas que permitan la estandarización para el 

acondicionamiento de las muestras y el análisis de resultados de los espectros Raman. Las 

muestras se prepararán mediante Gota gruesa, la cual es la prueba estándar recomendada por 

la OMS, y el extendido quien es empleado como prueba de confirmación (Ver anexo A.1.2). 

Además, se tendrán en cuenta protocolos adicionales como la tinción de las muestras, para 

lo que se utilizará la tinción de Romanovsky modificada, ya que es la técnica recomendada 

en Colombia por el Instituto Nacional de Salud (Ver sección 3.2). Una vez obtenidas las 

muestras serán analizadas bajo espectroscopia Raman permitiendo caracterizar el espectro 

correspondiente al parásito del plasmodium, a la vez se tomarán imágenes digitales de 

muestras sanas e infectadas con un microscopio óptico digital logrando micrografías de alta 

resolución, posteriormente se seleccionarán campos ópticos específicos permitiendo 

caracterizar tanto los glóbulos rojos como los parásitos. Luego se implementará una base de 

datos con un gran volumen tanto de las micrografías como de los espectros Raman para que 

puedan ser analizados mediante inteligencia artificial. Finalmente, todos estos resultados 

serán integrados al sistema de un equipo portátil que determine si la muestra de sangre se 

encuentra infectada por malaria o no, complementando el diagnóstico del profesional 

encargado.  

2. Objetivos  
 

2.1. Objetivo general 
 

Evaluar la espectroscopía micro Raman como método de apoyo en el diagnóstico de 

la malaria.  



2.2. Objetivos específicos  
 

1. Implementar las técnicas de extensión, gota gruesa y tinción de Romanowsky 

modificada sobre muestras de sangre sana y con malaria (Plasmodium falciparum) 

para someterlas al análisis bajo microscopía óptica y Raman. 

2. Determinar los espectros Raman característicos del parásito del Plasmodium 

falciparum para que posteriormente puedan ser implementados en una técnica de 

apoyo en el diagnóstico temprano de la enfermedad.  

3. Metodología  
 

El objetivo de esta investigación es analizar como la espectroscopía Raman puede ser 

empleada en el apoyo de la detección temprana de la malaria. Para esto se tienen muestras 

de sangre sana e infectada de malaria en porta muestras diseminadas bajo las técnicas de 

gota gruesa y extendido, las cuales fueron analizadas mediante microscopía Raman y 

comparada con espectros de investigaciones previas.  La metodología empleada puede 

ser apreciada en la Figura 1. 



 

Figura 1. . Metodología empleada para la obtención, análisis y caracterización de las muestras de sangre sana e 
infectadas con malaria. 

Para el desarrollo de este proyecto de investigación se contó con la colaboración del 

Instituto Nacional de Salud, quien es la entidad encargada de acreditar los procesos a 

nivel nacional en el análisis de muestras parasitarias. Por lo tanto, se emplearon los 

protocolos establecidos por esta entidad en la elaboración de las placas con muestras 

sanguíneas tanto en gota gruesa como en extendido teñidas con la solución de 

Romanovsky modificado (INS 2015). De igual forma, se establecieron los parámetros de 

medición empleados en el microscopio Raman para obtener los picos característicos de 

este tipo de muestras biológicas.  



Para la obtención de las muestras se emplearon técnicas de extensión, gota gruesa y 

tinción de Romanowsky modificada sobre muestras de sangre sana y con malaria, para 

esto se realizaron 10 placas de extendido y 10 de gota gruesa con sangre infectada de 

malaria y 4 con sangre sana en colaboración con el personal de parasitología del Instituto 

Nacional de Salud quien aprovisionó cultivos de sangre con Plasmodium falciparum y 

capacitó a D.M. Rojas para la elaboración de las muestras como se muestra en la Figura 

2. 

A continuación, se realizará una descripción detallada de los procesos. 

3.1. Preparación de las muestras sanguíneas 
 

3.1.1. Extendido de sangre periférica 

Según (INS, 2015), la elaboración de placas en extendido de muestras sanguíneas 

infectadas con el parásito del Plasmodium falciparum en diferentes estadíos, como el de 

trofozoítos, se realiza siguiendo los pasos mencionados a continuación:  

1. Se mezcla cuidadosamente la muestra para que tenga una distribución equitativa de 

las células.   

2. Se coloca una pequeña gota de sangre de 5 µl que no quede demasiado gruesa sobre 

el extremo de una placa totalmente limpio (aunque sean nuevos se recomienda que se 

sometan previamente a un proceso de limpieza con alcohol y una gasa nueva). 

3. Se ubica otra placa delante de la gota de sangre con un ángulo entre los 30° y 45°, la 

cual se desplaza ligeramente hacia la gota provocando que esta distribuya a lo largo 

de la placa, seguidamente se desliza suavemente y con rapidez la lámina hacia 



adelante hasta llegar al extremo opuesto. (debe tener una distribución uniforme, sin 

huecos ni surcos). 

4. Una vez extendida la sangre en la muestra, se deja secar al aire.   

5. Finalmente, se marca la placa con un lápiz (ya que las marcas realizadas con tintas 

pueden desaparecer cuando se someten a procesos de tinción). 

3.1.2. Gota gruesa 

1. Para este tipo de muestras es recomendable elaborar dos láminas por paciente. 

2. Se vierte una gota de sangre de 3 µl y ayudado con otra lámina portaobjeto se extiende 

de manera adecuada la muestra de sangre logrando un área aproximada de 1 cm x 

1 cm o de 1 cm x 1,5 cm. 

3. Se recomienda hacer movimientos oscilatorios para obtener muestras homogéneas, 

esto se puede verificar si la sangre no es lo suficientemente escasa como para no 

cubrir el vidrio o lo suficientemente gruesa como para no leer la letra de un periódico 

puesto detrás de la muestra.  

4. Una vez elaboradas las gotas gruesas se dejan secar a temperatura ambiente 

aproximadamente por 20 minutos, en un mesón horizontal.  

 

Figura 2. Fotografías del proceso de realización de las muestras de gota gruesa tomadas en Instituto Nacional de Salud. 

3.2. Tinción Romanowsky modificada 
 



3.2.1. Gota gruesa 

Después de la preparación de las placas con extendido y gota gruesa, las muestras se 

someten a un tratamiento de tinción con Romanowsky modificada, la cual se encuentra 

compuesta por cuatro soluciones descritas a continuación.  

1. Azul de metileno fosfatado.  

2. A de Romanowsky modificado.  

3. Solución B de Romanowsky modificado.  

4. Solución fosfatada o buffer.  

La preparación se lleva a cabo en 3 pasos fundamentales, los cuales serán descritos a 

continuación:   

a. Precoloración: se introducen las láminas en azul de metileno fosfatado por un tiempo no 

superior a tres segundos para deshemoglobinizar los glóbulos rojos, se eliminan los 

residuos con un papel absorbente.  

b. Enjuague: se emplea el buffer fosfato durante un segundo para enjuagar el azul de 

metileno, se escurre con ayuda de un papel absorbente. Se ubican las láminas en posición 

completamente horizontal para ser sometidas al proceso de coloración. 

c. Coloración: Para realizar la coloración se debe preparar la solución de trabajo 

inmediatamente antes de colorear la muestra. Para esto, en un tubo con tapa rosca se 

realiza en orden la siguiente mezcla por cada lámina que se requiera teñir: 3 µl de solución 

fosfatada, una gota de solución A y una de solución B. 

d. El tiempo de coloración es de aproximadamente 10 minutos, sin embargo, este puede 

variar de acuerdo con posible cambio de lotes de la coloración.  



e. Si la lámina presenta precipitado enjuague con buffer fosfato durante un segundo y deje 

escurrir, si la muestra está libre de excesos solo posicione la lámina en posición vertical 

y deje escurrir. 

3.2.2. Extendido de sangre periférica 
 

Para la tinción en un extendido de sangre periférica se siguen los mismos pasos que en la 

gota gruesa, a excepción que esta no requiere de precoloración y que el tiempo de 

estandarización es de aproximadamente 35 a 40 minutos. 

3.3. Medición de los espectros Raman 
 

Luego de obtener las láminas requeridas para su análisis, se empleó el equipo IDRAMAN 

micro Ocean Optics, de la Pontificia Universidad Javeriana, ubicado en el laboratorio de 

películas delgadas y nanofotónica, Este cuenta con un láser de 785 nm para la excitación de 

la muestra y un objetivo de 40X en retrodispersión además posee una resolución de 

adquisición de datos con un rango entre 200 a 3200 números de onda.  

Para realizar el análisis de la muestra en el microscopio IDRAMAN micro Ocean Optics se 

debe contar con un computador al que previamente se le ha instalado el software OceanView 

(requiere licencia) y se realizan los siguientes pasos: 

1. Verificar que los equipos IDRAMAN micro Ocean Optics y el computador se encuentren 

conectados de forma adecuada a una fuente eléctrica.  

2. Encender los equipos, para el IDRAMAN se gira la llave (vertical apagado - Horizontal 

encendido) que se encuentra en la parte posterior del equipo. 

3. Comprobar que el microscopio se encuentra conectado correctamente al computador.  



4. Ingresar al software de microscopía de su preferencia en nuestro estudio se trabajó con 

Toupview. 

5. Encender el microscopio del equipo con el botón de color gris que se encuentra en la 

parte superior (una vez encendido de presentar una luz azul de fondo). 

6. Realizar el ajuste de balance de blancos y negros para obtener la mejor resolución posible 

en su imagen (los parámetros varían con cada muestra). 

7. Enfocar correctamente el objetivo desplazando la plataforma de forma vertical para 

acercar o alejar y de forma horizontal para trasladar la muestra.  

8. Una vez seleccionada la muestra, apagar el microscopio para que la luz de este no 

interfiera con la medición del espectroscopio.  

9. Ingresar al software OceanView mediante la clave de activación (adquirida por el 

usuario) y seleccionar la opción Espectroscopía Raman. 

10. Dirigirse a la parte superior izquierda y en el control principal, ingresar los parámetros 

de adquisición requeridos para la toma del espectro, para nuestro caso particular son: 

tiempo de integración 11 segundos, escaneos promedio 5 y una potencia de láser de 1.5 

mW.  

11. Después de haber establecido los parámetros, seleccionar el botón “Play”  (Observe 

que la luz roja que encuentra en el costado derecho está encendida, esto le permitirá 

verificar que el láser está funcionando) y esperar que la medición se haya completado, 

puede verificar en la parte inferior derecha donde encontrará una barra de progreso. 

 

12. Obtener la información del espectro en el icono de copiar datos  y guardarlo en un 

archivo .txt. 



13. Finalmente, graficar los datos en un software de su preferencia, en nuestro caso se empleó 

Origin Pro.  

Se realizaron las mediciones de los espectros Raman empleando un microscopio 

(IDRAMAN micro Ocean Optics) de 3 MP que emplea técnicas de epi-iluminación para 

mejorar la resolución, empleando un láser de excitación de 785 nm. Las imágenes tanto de 

frotis como de gota gruesa fueron obtenidas mediante un objetivo de 40X con una potencia 

de laser de 1,5 mW y un tiempo de integración de 11 segundos con 5 escaneos promedio. En 

las muestras de sangre sin infección se empleó el mismo objetivo, sin embargo, para este 

caso los espectros adquiridos con una potencia de laser de 1,5 mW presentaban interferencia 

por esto se realizaron mediciones con diferentes potencias, siendo la potencia de laser de 2 

mW quien arrojó los espectros más definidos, con un tiempo de integración de 30 s con 5 

escaneos promedio.  En la calibración del equipo se empleó una muestra de tolueno que viene 

incorporada al equipo de la cual se obtuvo el espectro mostrado en la Figura 3, el cual 

coincide con el espectro de referencia encontrado en la base de datos de RammanSystems, 

2018.  
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Figura 3.  Espectro Raman del Tolueno 

Se compararon los cambios bioquímicos presentes en la sangre asociados a la infección por 

malaria en las placas de sangre sana e infectada. Cada una de las muestras fue analizada en 

diferentes campos microscópicos y para confirmar la presencia de hemozoína se apuntó 

directamente mediante el microscopio del equipo (IDRAMAN micro Ocean Optics) 

permitiendo enfocar los glóbulos rojos infectados como se aprecia en la Figura 4. Finalmente 

se seleccionaron al azar 20 puntos de las láminas de extendido y 20 de gota gruesa, para ser 

observados mediante microscopia Raman. 

 

Figura 4. micrografía lamina infectada con parásitos de Plasmodium falciparum 

 



4. Resultados 

En esta sección se presentan las señales Raman obtenidas para las muestras estudiadas, sanas 

y con malaria, tanto en gota gruesa como en extendido. Para determinar si los valores 

cercanos a un número de onda determinado corresponden o no a un pico se analizó la 

dispersión de los datos obtenidos para cada uno de los grupos mediante el cálculo de la 

desviación estándar (ver apéndice 5). Luego, teniendo en cuenta la concentración de los picos 

resultantes se fijó el rango entre 1220 cm-1 y 1640 cm-1, el cual se encuentra asociado a 

porfirinas, lípidos, timinas y proteínas (Varela-Fonseca et al., 2019). En la Figura 5 se puede 

observar el espectro obtenido para cuatro puntos seleccionados de forma aleatoria de las 

muestras infectadas y procesadas mediante la técnica de extendido. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Raman para muestras de malaria elaboradas mediante extendido 

De igual forma se seleccionaron cuatro puntos para las muestras con malaria elaboradas 

mediante gota gruesa, como se observa en la Figura 6. 
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Figura 6. Espectros Raman de muestras de malaria elaboradas mediante gota gruesa 

Como se puede observar en las Figuras 5 y 6, los espectros pertenecientes a las muestras 

preparadas mediante la técnica de gota gruesa no presentan picos definidos en comparación 

con los espectros pertenecientes a las muestras elaboradas mediante extendido. Esto mismo 

sucede para las muestras de sangre sana, en donde los espectros más definidos se obtienen 

par la técnica de extendido. Por lo anterior, de ahora en adelante nos enfocaremos en los 

resultados obtenidos para la técnica de extendido. 

Como se puede apreciar en la Figura 5, el intervalo de estudio se ha dividido en cuatro 

regiones notablemente importantes en cuanto a las variaciones entre muestras sanas y con 

malaria las cuales fueron agrupadas de la siguiente manera: la Región I corresponde a los 

picos ubicados entre 1200 cm-1 y 1300 cm-1, la Región II entre 1300 cm-1 y 1400cm-1, la 

región III entre 1400 cm-1 y 1500cm-1 y la Región IV entre 1500cm-1 y 1640cm-1. 

A continuación, presentamos una descripción de los resultados obtenidos para las muestras 

con malaria (Figura 5): 



• En la Región I en 1235 cm-1 se encuentran enlaces de C-H los cuales son sensibles a 

la conformación de hemoglobina gracias a la influencia de la unión del oxígeno con 

el hierro del hemo (Jacob et al., 2022).  

• En la región II se encuentran dos zonas relevantes, una alrededor de 1321 cm-1 fue 

sometida a una deconvolución para restaurar los valores que componen esta señal 

obteniendo los números de onda 1320 cm-1 y 1333 cm-1 como se muestra en la Figura 

7. Según el estudio de Goodall et al. 2007, el pico ubicado en 1320 cm-1 se puede 

asociar a Fe2O3 el cual, por encontrarse en esta región, indica la presencia de 

porfirinas, permitiendo relacionarlo con la hemozoína, mientras que el número de 

onda en 1333 cm-1 sugiere la existencia de triptófanos. La segunda zona en esta región 

comprende el intervalo entre 1344 cm-1 y 1382 cm-1. Aquí, el primer pico ubicado en 

1362 cm-1 corresponde a las bandas de agregación del hemo y al estado de 

"oxidación" del hierro (Jacob et al., 2022b), mientras que el pico ubicado en 1370 cm-

1 se relaciona con la vibración correspondiente a los 4 pirroles que se superponen 

alrededor del enlace formando el dímero de la hemozoína en la parte donde se unen 

las dos hematinas (Frosch et al., 2009).  

• La región III no presenta picos significativos por lo que no será tenida en cuenta en 

esta investigación.  

• En la región IV los picos ubicados en 1511 cm-1 y 1517 cm-1 se asocian a los β-

carotenoides presentes en la sangre, quienes por ser antioxidantes protegen al 

organismo y al sistema inmunológico de los radicales libres (Bilal et al., 2015). 



5. Discusión y resultados 
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Figura 7. Deconvolución del pico ubicado en 1321 cm-1 del espectro Raman de la figura 5. 
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Figura 7 Raman de las muestras de sangre infectadas con malaria (rojo) y sangre sana (negro) 
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Figura 9. Ampliación del Espectro Raman de la Figura 8. 

Con la anterior descripción de los resultados obtenidos para la sangre infectada con 

malaria procedemos a realizar la respectiva comparación con el espectro obtenido para 

sangre sana como se puede observar en la Figura 8. 

Los picos ubicados en 1235 cm-1, 1541 cm-1 y 1618 cm-1 se encuentran asociados a la 

composición de la hemoglobina. Los dos últimos solo se presentan en las muestras de 

sangre sin malaria. Sin embargo, la banda localizada en 1235 cm-1 se puede observar en 

las muestras con sangre infectada, aunque con una menor intensidad que se puede asociar 

al daño que ocasiona el parásito en la estructura molecular de la hemoglobina. 

 En las muestras sanas podemos notar la ausencia de la banda ubicada en 1320 cm-1 (valor 

proveniente de la deconvolución) la cual se puede interpretar como una característica de 

la hemozoína. Por su parte, los valores ubicados alrededor de 1333 cm-1 (Figura 7) y 1440 

cm-1 se asocian a la presencia de triptófanos. Sin embargo, se puede observar que la 

intensidad de dichas bandas en las muestras infectadas es menor. En este caso la 

hemozoína agota el hierro disponible en la sangre, lo cual conduce a una disminución de 



la producción del triptófano, quien también necesita de este compuesto para su 

formación. Un comportamiento inverso ha sido reportado en algunas terapias 

antipalúdicas en donde aumenta la producción de triptófanos a medida que la malaria 

disminuye (Islahudin et al., 2012).  

Para el pico ubicado en 1370 cm-1 (asociado al hemo) se puede aplicar un análisis similar, 

en donde la intensidad de esta banda en las muestras sanas es mayor comparada con 

aquellas que tienen paludismo.  Por el contrario, para el número de onda de 1362 cm-1 

(asociado a pirroles) la mayor intensidad se encuentra en las muestras de sangre con 

malaria.   

Por su parte, los picos que están ubicados en 1510 cm-1 y 1517 cm-1 indican la presencia 

de carotenoides y presentan una mayor intensidad en la sangre sana mientras que en las 

muestras con malaria disminuye debido a la disminución del líquido celular ocasionado 

por el rompimiento de la membrana celular. 

 

6. Conclusiones  

Después de preparar 10 láminas con muestras infectadas de malaria en extendido y 10 en 

gota gruesa, así como 4 láminas con sangre sana, se identificaron 20 campos ópticos para 

ser analizados mediante espectroscopia micro-Raman. Se observó que los picos más 

definidos fueron los pertenecientes a las muestras realizadas mediante la técnica de 

extendido. Se identificaron los valores en los cuales se ubican los picos Raman 

característicos de sangre sana y con malaria preparados mediante extendido. En 

particular, para las muestras infectadas se encontró una banda principal ubicada en 1321 

cm-1 correspondiente a la presencia de hemozoína. También es importante destacar una 



reducción considerable en la intensidad de las bandas características del hemo y los 

triptófanos en las muestras con malaria comparadas con las de sangre sana. 

Las muestras no fueron expuestas a tratamientos alternativos como centrifugación, 

exposición a compuestos químicos ajenos a la tinción o portaobjetos con mejoramiento 

de superficie como el tratamiento SERS. El espesor de la muestra, tanto en gota gruesa 

como en extendido, incrementan la precisión del estudio ya que evitan la presencia 

de elementos que interfieran en el análisis de esta. Una ventaja adicional es que las 

láminas pueden ser guardadas por periodos extensos para posteriores estudios.  

Esta técnica sirve de apoyo en la detección de la malaria mediante la automatización de 

las señales Raman características de la hemozoína reduciendo así el grado de error 

humano causado por parte del personal de salud encargado de su diagnóstico. 

Por medio de la estandarización presentada en este trabajo, tanto de la preparación de las 

muestras como de los parámetros empleados para la obtención de los espectros Raman, 

se pretende continuar con un análisis de muestras con un volumen significativo de datos 

que permita sistematizar la caracterización del parásito del plasmodium falciparum a 

través inteligencia artificial. Posteriormente, se propone diseñar un equipo portátil que 

emplee espectroscopia Raman y que mediante el escaneo de muestras de sangre 

identifique la presencia o no del parásito y de esta forma ayude al diagnóstico de la 

enfermedad en un intervalo de tiempo corto. 

 

  



Anexo revisión de literatura 
 

A. Malaria 
 

El paludismo es una enfermedad producida por parásitos del género Plasmodium, por medio 

de la picadura de un mosquito hembra infectado del género Anopheles, quien habita en todo 

el mundo y presenta predominancia en zonas tropicales y templadas. En la actualidad se 

conocen 465 especies de Anopheles de las cuales 50 pueden transmitir los diferentes tipos de 

Plasmodium causantes de la malaria humana (Chavatte et al. 2007). 

La trasmisión depende de factores como el medio ambiente, el huésped, el vector y el parasito 

y el tiempo de vida de los mosquitos, ya que este último permite que el parásito tenga más 

tiempo para su desarrollo. Estos factores sumados a una gran preferencia por la picadura en 

humanos hacen que África sea la región donde se presenta la mayor tasa de casos de malaria 

en el mundo, representando más del 90% de los casos (Phillips et al. 2017). 

Otro factor no menos importante es la inmunidad, ya que después de realizar varios estudios 

se ha encontrado que los adultos residentes en zonas de alto contagio han ido creando 

inmunidad a lo largo de los años. Esto ha generado que el riesgo de infección sea cada vez 

menor en personas adultas y que la población infantil represente el mayor porcentaje de 

muertes por año. Este factor no aplica en zonas donde la transmisión es pequeña pues por su 

baja tasa de incidencia no se han encontrado reportes de inmunidad (WHO, 2019).   

Es importante tener en cuenta las recomendaciones de la OMS para la prevención de esta 

enfermedad, como el uso de mosquiteros tratados con insecticidas, fumigación de acción 



residual en el interior de las casas, ropa que cubra brazos y piernas, etc.  ya que si no es 

diagnosticada a tiempo puede tener graves consecuencias (WHO, 2019). 

A.1. Parásito del Plasmodium  

 

Este parásito pertenece al género de los protistas y hace parte de la familia plasmodidae, del 

cual se conocen actualmente más de 175 especies.  Al menos diez de estas infectan al hombre, 

de las cuales cinco provocan malaria o paludismo: P. Falciparum, P. Vivax, P.Ovale, P. 

Malariae y P.Knoelesi. El Plasmoduim Falfiparum es causante de la malaria terciaria 

maligna, el p. Vivax es la causa más frecuente de la malaria terciaria benigna, el P. Ovale es 

la causa menos frecuente de la malaria terciaria benigna, la P. Malariae causa malaria 

cuaternaria benigna y la P.Knoelesi es una especie particular ya que hasta el momento había 

sido hallada en algunos macacos, pero en el 2004 se produjeron un millón de casos en la isla 

de Bormeo y durante los últimos años ha sido encontrado en varias zonas de sudeste asiático. 

Cabe la pena destacar que el Plasmodium más relevante hasta el momento es el Falciparum 

ya que es el causante del 90% de las muertes por malaria a nivel mundial y se encuentra en 

el 99,7% de la población infectada en África. La sigue el Plasmodium vivax quien representan 

60% de la población infectada en las Américas (Loy et al, 2017). 

A.1.1. Cifras mundiales del paludismo 

 

Según el último informe presentado por la OMS durante el 2018 se presentaron 228 millones 

de casos de malaria con aproximadamente 405 000 muertes, las cuales disminuyeron un poco 

con respecto al año anterior puesto que en 2017 se presentaron 231 millones de infectados y 

416 000 muertes. La región africana es la más afectada pues representa el 93% de las 

infecciones a nivel mundial y la misma cantidad del total de defunciones. La población más 



vulnerable es la infantil menor de 5 años, pues para el 2018 representaban el 67% de las 

muertes mundiales. En el 2018 las regiones de república democrática del Congo, Uganda, 

Nigeria, Mozambique, Niger y Costa de Marfil tuvieron la mitad de la población mundial 

infectada (WHO, 2019). 

A.1.2. Técnicas actuales de detección de la malaria 

 

En la actualidad existen diversas formas para detectar la malaria cada una con diferentes 

capacidades de detección, por ejemplo, algunas pueden identificar las cuatro especies más 

relevantes de malaria, pero no las diferencian. Otras por el contrario pueden identificar la 

especie del parásito, pero no pueden determinar con facilidad si existe o no la enfermedad.  

(WHO, 2009) 

Dentro de las más comunes están el frotis de gota gruesa y el extendido y las pruebas rápidas, 

las cuales permiten realizar el análisis y la visualización del parasito en la sangre. Para el 

caso de la gota gruesa y el frotis se emplean técnicas de microscopía excepto en el caso de 

Plasmodium Knolesi, ya que este únicamente se puede identificar mediante técnicas de 

biología molecular (Torrús et al. 2015). 

La gota gruesa es el método más utilizado y recomendado en el mundo y debe ser la primera 

opción en el proceso del diagnóstico. Esta técnica permite detectar densidades entre 5-20 

parásitos/μl, pues emplea mayor cantidad de sangre en cada muestra.  La preparación de las 

muestras se realiza de tal forma que se produzca rotura de los glóbulos rojos permitiendo así 

la detección del parásito y la identificación de la especie (Turrientes, 2000).  Esta técnica 

concentra entre 20 y 30 veces más el número de capas de glóbulos rojos por lo que realizada 



de forma adecuada permite tener resultados con mayor sensibilidad y se estima que es 15 

veces más sensible que el extendido (Turrientes, 2000).   

Aunque la gota gruesa es la técnica de diagnóstico más empleada, presenta inconvenientes 

ya que es muy laboriosa, pues requiere de técnicos expertos que puedan detectar los parásitos 

en sangre de forma manual y además necesita que haya gran presencia de parásitos en la 

muestra, es decir, que la enfermedad esté un poco avanzada (Martín, 2010). 

Para el extendido se emplea una pequeña muestra de sangre y se esparce por la lámina de 

vidrio y se fija con metanol. Después, se pone sobre una solución colorante que permite que 

se tiñan los componentes celulares acidófilos y biofílicos respectivamente. El citoplasma se 

colorea de azul, la cromatina de rojo y el pigmento malárico pardo amarillo. En esta técnica 

se visualizan los glóbulos rojos parasitados y sus fases de crecimiento, lo que permite 

identificar la especie, sin embargo, necesita de gran presencia parasitaria en la muestra por 

lo que es recomendada como técnica complementaria en la detección de la malaria 

(Turrientes, 2000).       

En los casos donde no es posible contar con un microscopio se emplean las pruebas rápidas 

de diagnóstico, las cuales detectan los antígenos de la malaria en sangre. Para este tipo de 

prueba se recoge la muestra generalmente mediante la punción en el dedo, la cual es ubicada 

en la platina del test y los reactivos que vienen incorporados en el kit mezclan los anticuerpos 

marcados de forma libre. En cada banda de control se encontrará un anticuerpo contra el 

antígeno quien se unirá dejando atrapado parte del anticuerpo marcado en la banda de prueba 

y generando además un color en la misma, indicando que hay presencia de parásitos en la 

sangre (WHO, 2013). Este tipo de herramienta es muy útil como técnica complementaria, ya 

que su sensibilidad se puede variar por múltiples factores, como la presencia de otras 



enfermedades, alteraciones genéticas, consumo de medicamentos antimaláricos, etc. 

(Mishra, 1999).   

Las pruebas moleculares se realizan mediante la reacción en cada de la polimerasa, la cual 

funciona como amplificador del ADN del parásito, permitiendo la identificación y detección 

de las especies de Plasmodium presentes en la muestra. Es empleada como una técnica de 

confirmación en los laboratorios donde el personal no tiene suficiente experiencia en el 

examen microscópico o para la identificación de la especie del Plasmodium en los casos 

donde los resultados del frotis no son muy claros (Chen, 2016).  

A.1.3. La espectroscopía como una técnica alternativa de medición 

 

Para realizar diagnósticos de malaria con certeza, es necesario aplicar nuevas técnicas que 

sean muy sensibles, rápidas y económicas, las cuales permitan no solo conocer la existencia 

del Plasmodium sino también obtener información acerca de la especie de forma simultánea 

mediante pequeñas muestras de sangre. Espectroscopias como la Raman y la infrarroja se 

basan en la identificación de macromoléculas específicas. Estas técnicas son vibratorias no 

destructivas que permiten la recopilación de espectros característicos que son únicos de cada 

sistema molecular, permitiendo la identificación de los compuestos de las muestras 

analizadas (Baker, 2014). 

Tanto la espectroscopía FTIR como la Raman dependen de las vibraciones moleculares, la 

primera es adecuada para realizar análisis de macromoléculas como carbohidratos, lípidos, 

proteínas, etc. por lo que posee gran capacidad para realizar diagnósticos donde sea necesario 

distinguir glóbulos rojos infectados y sanos (Clemens, 2014). Por otra parte, la 

espectroscopia Raman analiza la señal de moléculas que suelen ser muy simétricas ya que 



tienden a ser buenos dispersores Raman. La hemozoína que es un pigmento producido por el 

paludismo es un gran dispersor Raman gracias a sus unidades diméricas de hemo (Butler, 

2016). Ambas técnicas poseen una resolución limitada, por lo que sus resoluciones laterales 

dependen de la longitud de onda de la luz empleada para excitar la muestra. El agua tiene un 

alto coeficiente de extinción molar, pero es un débil dispersor de Raman, lo que convierte la 

espectroscopía Raman en la mejor opción para analizar células vivas (Lasch, 2006).  

A.1.4. Tratamientos 

 

Para evitar que la enfermedad avance y el paciente pueda presentar mayores complicaciones, además 

ser un potencial foco de contagio, el tratamiento debe suministrarse inmediatamente se conozcan los 

resultados de parasitología de las pruebas. En general el tratamiento no necesita de prescripción 

médica lo que hace que este sea de fácil acceso. En Colombia el tratamiento se realiza mediante la 

eliminación de los síntomas, la prevención de las recrudescencias por medio de la administración de 

medicamentos antimaláricos eficaces. Estos proveen de una curación total, ya que además de la 

curación de la enfermedad causada también elimina todas las formas de Plasmodium en el organismo 

humano, evitando posibles recaídas en la enfermedad por la interacción con nuevos vectores 

anophelinos (OPS et al. 2010).  

A.2. Instrumentación  

 

A.2.1. La espectroscopía Raman 

 

La Espectroscopía Raman es una técnica de dispersión molecular que usa la interacción de 

la luz con la materia para obtener la información de la composición o las características de 

un material. Esta información se obtiene por la incidencia de un haz de luz monocromática 

de una fuente laser, sobre una muestra ubicada a 90° con respecto al laser.  



Esta técnica proporciona información característica de los modos vibracionales de las 

moléculas que componen las sustancias analizadas, permitiendo conocer su composición 

química, su estructura molecular y adicionalmente su red cristalina.  

Este tipo de espectroscopía se basa en la dispersión de los fotones incidentes sobre una 

muestra. El mayor porcentaje de los fotones se dispersan con la misma energía de los fotones 

incidentes, lo cual se conoce como dispersión Rayleigh. Sin embargo, un pequeño número 

de estos fotones se dispersa con una frecuencia diferente ya que hay un intercambio de 

energía provocado por un choque inelástico. Este último tipo se conoce como dispersión 

Raman.  Para el caso en que la frecuencia es mayor se denomina Raman Stokes y cuando es 

menor anti-Stokes, como se muestra en la Figura A.1. Tanto los anti-Stokes como los Stokes 

son simétricos pero este último es más intenso por lo que es más útil a la hora de realizar 

análisis, mientras que los antistock son más empleados en estudios de fluorescencia 

(Albrecht, 1961). 

A.2.2. Aplicaciones de la espectroscopía Raman 

 

La espectroscopía Raman es una técnica de dispersión en la que se hace incidir una luz laser 

para crear cambios en los niveles de energía vibracionales de las moléculas, los cuales son 

característicos de cada una de ellas, permitiendo la identificación de la composición química 

de una muestra, por lo que puede ser empleada en muestras biológicas para obtener 

información sobre estas. Este tipo de espectroscopía ha demostrado ser eficiente al momento 

de analizar compuestos de un material en los campos de la geología, polímeros, 

semiconductores y elementos biológicos. Una de las ventajas que tiene este tipo de técnica 

es la muestra no debe ser sometida a una amplia preparación, por lo que generalmente no se 

contaminada (Gellini, 2021). 



Los sustratos utilizados en el SERS permiten detectar biomoléculas que se encuentran en 

baja cantidad, es decir, permite observar proteínas en fluidos corporales por medio de la 

excitación de plasmones de superficie localizados. Esta técnica permite detectar moléculas 

individuales por lo cual puede ser utilizada como herramienta de diagnóstico in situ para la 

detección de diferentes sustancias.  Por este hecho viene siendo usada como método 

experimental en detección temprana de enfermedades como cáncer de páncreas, diabetes tipo 

II y enfermedades donde se pueda emplear un chip microfluidico que detecte varios 

biomarcadores proteicos para predecir el tipo de enfermedad (Han, 2014). 

 

Figura A.1. Representación de los tipos de dispersión 

 

A.3. Aplicaciones de la espectroscopía Raman en el análisis de la malaria 

 



A.3.1. Caracterización de células sanguíneas por espectroscopía Raman  

 

La hemoglobina es la proteína de la sangre compuesta por hierro que encargada de transportar 

el oxígeno en el cuerpo. Cuando el parasito de Plasmodium ataca, se producen hemozoínas, 

quienes resultan de la catalización de la hemoglobina en la vacuola digestiva del parásito. 

Este producto de desecho del parasito es toxico ya que es liberado en forma cristalina 

insoluble, un gran dispersor Raman. Esta propiedad es gracias a la simetría de las unidades 

diméricas de hemo y a la estructura cromofórica de la protoporfirina IX permitiendo que haya 

una gran dispersión Raman cuando se excita la muestra, generando un espectro con picos 

característicos de la misma (Stiles, 2008). 

A.3.2. Visualización de glóbulos rojos infectados con malaria por medio de espectroscopía 

Raman  

 

Para obtener el espectro Raman de un objetivo in vivo se debe enfocar el láser directamente 

en la célula empleando un microscopio óptico visible y un objetivo de inmersión en agua, lo 

que permite tener una buena resolución. El tiempo de adquisición de los datos debe ser corto 

pues debido a la exposición prolongada al laser se puede desnaturalizar la célula y por lo 

tanto dañar la muestra. Por otro lado, si la potencia del láser es muy alta se pueden presentar 

fotodenaturaciones, agregaciones y el efecto de las líneas base del espectro. Es por esto que 

al realizar mediciones Raman en glóbulos rojos vivos se debe controlar la potencia del láser 

sobre la muestra y el tiempo de exposición.  

La espectroscopia Raman proporciona la información sobre los cristales de la hemozoína con 

una resolución espacial submicrométrica. Los espectros Raman de los glóbulos rojos en la 

etapa de trofozoíto del Plasmodium muestran bandas intensas de hemozoínas en rangos de 

excitación con longitudes de onda tales como: 406, 514, 568, 633, 674, 676, 780, 830 y 1064 



cm-1. Para el caso de los glóbulos rojos no infectados los espectros contienen bandas fuertes 

de oxihemoglobina (Wood, 2004) 

A.4. Diagnóstico de la malaria mediante espectroscopía Raman 

 

A.4.1. Visualización de glóbulos rojos infectados con malaria por medio de espectroscopía 

Raman  

 

Para realizar el análisis se debe ubicar el objetivo en la parte central de la muestra ya que en 

la parte periférica hay gran presencia de gametocitos, pero poca de hemozoína, las cuales son 

el marcador referente para el paludismo. Se emplea la espectroscopía Raman para detectar la 

presencia de la hemozoína basándose en las bandas de las porfirinas, las cuales se encuentran 

en la 1569 cm-1 (Wood, 2009).   

La espectroscopia Raman también se puede emplear como método de vigilancia de la 

progresión de la enfermedad en el cuerpo, ya que a medida que esta avanza los picos son 

cada vez más definidos. De acuerdo con estudios previos se ha podido ver que las bandas 

proporcionadas por pacientes infectados con malaria se pueden diferenciar de los espectros 

proporcionados por pacientes sanos (Wood, 2004) 

A.4.2. Detección de la malaria por espectroscopía Raman  

 

Gracias a la gran dispersión que produce la hemozoína, el diagnostico de malaria mediante 

espectroscopía Raman es una buena opción, sin embargo, al momento de realizar el análisis 

se debe tener en cuenta que dependiendo del sitio que vaya a ser analizado los parámetros 

de medición cambian ya que si el análisis se realiza en la parte central de la muestra se 

analizan las hemozoínas de la muestra, pero si es en la sangre se verificará la concentración 

de gametocitos ya que la concentración de hemozoína es poca en esta zona (Wood, 2009).   



La principal desventaja que presenta esta técnica es el tiempo que se puede tardar en 

analizar una muestra con una capa delgada buscando células infectadas. Por esto se 

recomienda realizarla de manera conjunta con microscopía de campo oscuro, reflectancia 

confocal o microscopia de contraste de fase cuantitativa para acelerar el proceso 

seleccionando los glóbulos rojos sospechosos (Kang, 2011). 

La espectroscopía Raman también puede ser empleada para observar el progreso de la 

enfermedad en el cuerpo, estudiando la dinámica de la oxido-reducción de los ciclos de la 

hemoglobina en los glóbulos rojos para determinar las hemozoínas en los lisados de 

trofozoítos, aumentando así la probabilidad de detección de células infectadas (Hobro, 

2013). De igual manera se puede emplear la espectroscopía Raman para diferenciar los 

espectros entre glóbulos rojos infectados y sanos, se ha podido evidenciar que en los 

espectros Raman de plasma se pueden diferenciar entre pacientes sanos y enfermos (Bilal, 

2015). 

La espectroscopía óptica empleada como método diagnostico en la detección de la malaria 

presenta grandes ventajas, pues genera señales características o propias o de los compuestos 

de la sangre permitiendo la identificación y caracterización de las muestras. Para casos en 

que no sea posible identificar los parásitos con gran facilidad se puede mejorar la resolución 

acondicionando la técnica con otro tipo de microscopía como las mencionadas 

anteriormente.  

 A.5. Detección de la malaria por espectroscopía Raman 

 

Teniendo en cuenta el gran número de datos procedemos a determinar la correlación entre 

estos calculando su desviación estándar. Esta nos indicará si los valores cercanos a un 



número de onda determinado corresponden o no a un pico. Entre más alejados se encuentren 

(los datos asociados a un numero de onda específico) de su media o valor esperado, su 

dispersión será mayor e indicará que no existe un pico en ese caso. En este estudio, se 

descartaron aquellos picos cuya desviación fuera mayor a uno. Los datos obtenidos se 

muestran en las tablas A.1- A.4.  

Longitud de 
onda (cm-1) 

Desviación 
estándar 

1235 0.23 

1321 0.60 

1362 0.88 

1370 0.85 

1511 0.38 

1516 0.50 
 

Tabla A. 1 Picos seleccionados en las Muestras de Extendido infectadas con malaria. 

 

Longitud de 
onda (cm-1) 

Desviación 
estándar 

1362 0.89 

1370 0.82 

1511 1 

1516 0.50 

1542 0.70 
 

Tabla A. 2. Picos seleccionados en las Muestras de gota gruesa infectadas con malaria. 

 

Longitud de 
onda (cm-1) 

Desviación 
estándar 

1427 0.70 

1516 0.54 

 
Tabla A. 3. Picos seleccionados en las Muestras de gota gruesa sanas 

 

 



Longitud de 

onda (cm-1) 

Desviación 

estándar 

1235 0 

1339 0.59 

1362 0.90 

1370 0.87 

1440 0.75 

1511 0.43 

1517 0.58 

1541 0.68 

1618 0.87 

 
Tabla A. 4 Picos seleccionados en las Muestras de extendido sanas 
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