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Mi padre y mi madre debier&%e quedado en Nueva York, donde

se conocieron, donde se casaron y dond Ml yo. En vez de ello, volvieron a
Irlanda cuando yo tenia cuatro afios, mi hermano Malachy tres, los gemelos,
Oliver y Eugene, apenas uno, y mi hermana Margaret ya estaba muerta y en-
terrada.

Cuando recuerdo mi infancia me pregunto cémo pude sobrev1v1r si-

quiera. Fue, naturalmente, una infancia desgragi
felices no merecen que les prestemos atenciég. La infancia desgraciada irlan-

desa es peor que la infancia desgraciada corriente, y la infancia desgraciada

irlandesa catélica es peor todavia.
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Enfermedad Personas en Personas Muertes anuales Personas sintomas/
. riesgo Infectadas discapacidad
Malaria 2.26(5%£§zjllgnes 500 millones 1,5-2,7 millones 200 -500 millones
E. de Chagas 100 millones Xy 18 millones 45.000 3 millones
Esquistosomiasis 600 millones ZQA,r/mIIones 20.000 20 millones
Trematodos 730 millones 40 I’E‘\miq/ﬁ 10.000 Higado/ diarrea
(alimentos) oY) )
J/—\/
Parasitosis /135,000 (Helm) 450 millones
Intestinales 4.000 millones 3.500 millones ~%41.000 (Protoz) 48 millones
Uo,.
L . _ Alta mo"r‘th;gad _ _ o
Filariasis 1.100 millones 120 millones pacientes D|scapa0|dad crénica
linfaticas elefantiasis < | (44 millones)
Oncocercosis 120 millones 18 millones Alta mortalidad -+ 270.000 personas con ceguera
en pacientes con
ceguera
Leishmaniasis 350 millones 12 millones VL: 75.000 -80.000 Frecuente en pacientes de VL
CL: menor n°® pacientes de LC con mdltiples
lesiones
E. suefio 55 millones 300.000 20.000 300.000 personas sintomas/

discapacidad

Fuente= WHO-CTD
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DIAGNOSTICO

Técnicas
amplificacio
Técnicas g, génica
convencionales Y
identificacion

Antigenos crudos
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PCR a tiempo real ' > Multiplex-PCR
Incremento de la velocidad (reduccion n° de Utiliza diversos sets de primers
ciclos, eliminacién del analisis electroforético de .o . s
los amplicones) 2. para la  amplificacion de
Aumento de la sensil,/{l/.dad y analisis de la mL'lltipIes templados dentro de
amplificacion a tiempo r*’)"l_ | .7
Reproducibilidad L, una sola reaccion
Menor riesgo de contammacu*fn/x Diferentes dianas:

O\\\\M DNA ribosomal
~U U ITS1-ITS2
T = 8 77/\ 4, DNA mitocondrial
. S TR ] Secuencias de DNA repetidas
VI —
— el 3 %‘4;\/ 7 Diferentes tipos de muestras:
. Sondas FRET | 4 "L Nadeic acid arigins
: /*;:rﬁ
. Ay
Ny Ay,
Sondas TagMan - Microbil WQ
Solid tissues j\'—if
Target Melting Curve Analysis !
+ . Cerebrospinal fluid
Peripheral blood
iokecud = mononuclear cells
Beacon 2 StBR:Sman) Bone marrow
! L Whaole blood
v : - e o
§ e ® Swabs
.‘" S ra E " Bronchoalveolar lavage
muien __ uste £ - Saliva and sputum
Molecular Beacons T IR EE T X L ET” Eﬁj

Temperature (*C)

MacKay IM. 2004 Clin Microbiol Infect 10:190-212


http://realtimepcrkits.com/real-time-pcr.htm
http://sunnybrook.ca/content/?page=sri_core_genom_equip_9
http://realtimepcrkits.com/real-time-pcr.htm
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Am. ] Trop Med. Hyg,, B4(2), 2001, pp. 338-343
dioi: 10,4265 ajtmb. 200 1. 10-0400
Copyright & 2011 by The American Society of Tropical Medicine and Hygiene

A Pentaplex Real-Time Polymerase Chain Reaction Assay for Detection of
Four Species of Soil-Transmitted Helminths

Madihah Basuni, Jamail Muhi, Nurulhasanah Othman, Jaco J. Verweij, Maimunah Ahmad, Noorizan Miswan,
Anizah Rahumatullah, Farhanah Abdul Aziz, Nurul Shazalina Zainudin, and Rahmah Noordin®

Institute for Research in Molecular Medicine, Universiti Sains Malaysia (USM), Penang, Malaysia; Sarawak Health Department,
Kuching, Sarawak, Malaysia; Department of Parasitology, Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands

Crrpanism

Hookworm;

1. Necator americanus Pusitive Negative  y statistic

2. Ancylostoma Variable N frequency (%) frequency (%) ~ (df) P value
Ascaris lumbricoides Detection method used
Strongvloides stercoralis Microscopy 7T 680y  T1(92.0) *

¥ Real-time PCR A8(623) 29377 ~-BU1) <005
* Chi-sguare tesi
PCR convencional PCR tiempo real Técnicas convencionales
Costo 6,5% 3$ 2,65

Tiempo 3 h 30 min 2h 2h 30 min



http://lacomunidad.elpais.com/yoelchoto/category/hijos/2
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Molecular & Biochemical Parasitology 189 (2013) 33-37

MOLECULAR
& BIOCHEMICAL
PARASITOLOGY

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Molecular & Biochemical Parasitology

Short communication N 'In}
A TagMan-based multiplex real-time PCk;{s;ay for the simultaneous detection

of Wuchereria bancrofti and Brugia malayi
SX

SESLES T
L —

nr:uaun:: Freely svaillable online @-PLOS

Diagnostic Performance of Schistosoma Real-Time PCR in
Urine Samples from Kenyan Children Infected with Cramatare
Schistosoma haematobium: Day-to-day Variation and
Follow-up after Praziquantel Treatment

Matalie V. 5. Vinkdes Melchers', Govert J. van Dam', David Shaproski*, Anthony L Kahama™",
Eric A. T. Brienen’, Birgitte ). Vennervald®, Lisette van Lieshout™

BLsiclany L ity Macies! Canimw Deparoen £ of Parsaltnin gy, Cants of Infscsioun Dinasa sy, Lsiden, Tha Mscharisech, 200dsnn of Vsctor Bors D s, Miniery of
e, Moz, Ky, 3 Seczion for Farsio iogy and Aquacc Dassaes, Facul oy of Fealth and Medical Scences, Unisen by of Copeniagen, Copsnimgen

N. Pilotte®b., M. Torres?, F.R. Tomaino?, S.J. Laney®1, S.A. Wiﬁiaf;isi

* pepartment of Biological Sciences, smith College, Ford Hall, 100 Green Sireet, Northampton, MA 01063, USA \/ N R

& Department of Natural Sciences, Math and Technology, Elms College, 291 Springfield Street, Chicopee, MA 01013, USA - MY,

¢ Molecular and Cellular Biology Program, University of Massochusetts, 637 North Pleasant Street, Amherst, MA 01003, USA VN Ve
RS

Y
~l/ 33 NEGLECTED

A’/’D TROPICAL DISEASES
= [ =

~(0)
Evaluation of Urine CCA Assays for Detection of
Schistosoma mansoni Infection in Western Kenya

OPEN aACCESS Freely available online

=V,

Hillary L. Shane', Jennifer R. Verani', Bernard Abudho? Susan P. Montgomery', Anna J. Blackstock'?,
Pauline N. M. Mwinzi?, Sara E. Butler’, Diana M. S. Karanja®, W. Evan Secor'*

1 Division of Parasitic Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, United States of America, 2 Centre for Global Health Research, Kenya Medical
Research Institute, Kisumu, Kenya, 3 Atlanta Research and Education Foundation, Decatur, Georgia, United States of America

Acta Tropica 136(2014) 50-57

Contents lists available at ScienceDirect

ACTA.
TROPICA

Acta Tropica A

journal homepage: www.elsevier.com/locate/actatropica

Evaluation of circulating cathodic antigen (CCA) urine-cassette assay @mmm
as a survey tool for Schistosoma mansoni in different transmission
settings within Bugiri District, Uganda

M. Adriko*", CJ. Standley*, B. Tinkitina*°, E.M. Tukahebwa?, A. Fenwick?, EM. Fleming?, S . 940/0/ 740/0
].C. Sousa-Figueiredo=", ].R. Stothard =, N.B. Kabatereineb-d.*

2 Makerere Untversity school of Public Health, P.0. Box 7026, Kampala, Uganda E . 6 0 0/

b yector Control Division, Ministry of Health, P.0. Bax 1661, Plot 15 Bombo Road, Kampala, Uganda " 0

« Ecology & Evolutionary Blalogy, Princeton University, Princeton, NJ 08544, USA
4 schistosomiasts Comrol nitiattve, Department of infectious Disease Eptdemiology, Impertal College London, StMary's campus, Norfolk Place,
London W2 1PG, UK
= Parasitology Department, Liverpoal School of Tropical Medictne, Liverpool L3 5QA, UK
T Department of Infectious and Tropical Diseases, London School of Hyglene and Tropical Medicie, Keppel Street, Londen WICIE GHT, LK
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; RO 7 [35= Gt =< 51)
= AN 11 - = 30 eggs10mi}
a 6
Kenyo Ve z gl
@ VGY, @ Miderate
E 50 N\ .:y/, (30 s Ci = 35)
£ %‘/
= £0
H
W High
g M ot < 30
2 (= 50 eggs/10mil)
5 & -
-
a
# 10
CAA/Kato Katz 0 o
P 2 months 18 manths 2 months 18 maenihs
reatment post pos: Im-m'r-eﬂt peosE [peoest
treafmaent  {reatment treatment  roatmend
Realtirme PCR Microstapy

Sensibilidad 92% PCR / 74%
microscopia a los 18 m post-tto
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PCR a tiempo real- Sistema Luminex ®de
deteccion

Detection

S
v "o,
L un\ll‘wx . Pre '4“,,1”“ SAPE Substrate
ca aarbesas | | G Y
{(with capture Na
¢ 3 N0 ;
probes) ) :
N

Microesfereas de poliestireno marcadas

Ny, H e
¢ - | Incubate ke T4 | = con dos fluoroforos.
; & - f/fj)y_l_ Clasificadas de acuerdo al ratio de su
—— Label probe P20, marcaje interno.
3 extenders (CE's) ' E \34/(«
| = ‘ J /0 Las sondas se unen a las microesferas por
1 Sequential U/
“.1 ’ - g Label 3 hy!:ridizalion Read signal Il!iﬂ;)i)ii/ v ) enlaces covalentes
A Y &tenders (Le) v Luminex® instrument 7/ ) 0s primers marcados con biotina
. e L¢rs, productos de PCR se hibridan a las
: A Ry 074
! probes < & micréusferas
v Lysate NN N W Detecciu’: de los amplicones utilizando la
. (with target ONA) Pt A CAY 7
Lyse sample and go - streptavidi7, PE como molécula
reportadora
Color-coded microspheres

Gateg 1er laser detecta el tipo de bola con la sonda correspondiente

lUJ w\y

2557 ° 20 laser detecta el amplicon Biotina-Streptavidina PE
'35‘ B = Los resultados se dan en MIF ( intensidad media de fluorescencia)
ok
.
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PCR a tiempo real- Sistema Luminex ® de deteccion

Am . Trop. Med. Hyg., B4(2), 3001, pp. 332-337
doi: 10 42659 ajtmb 2001 10-0461
Copyright © 2011 by The American Society of Tropical Medicine and Hygiene

;/r
w“ Thrc:-ughput Multiplex PCR and Probe-based Detection with
i . Luminex Beads for Seven Intestinal Parasites

« / Y
Mami Taniuchi,* Jaco J.‘bdé‘:(;; Zannatun Noor, Shihab U, Sobuz, Lisette van Lieshout, William A. Petri Jr.,
\/~ Rashidul Haque, and Eric R. Houpt
Division of Infectious Diseases and hrwrnanm:?mr walth, University of Virginia, Charlottesville, Virginia; Depariments of Parasitology and
Medical Microbiology (Clinical Microbio fr.{ 7 I{s?.'mrmrm ), Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands;

Parasitelogy Lab, International Ce ~r Diarrhoeal Diseases and Research, Dhaka, Bangladesh
-1 )

. . . U
Crrganism Target [:/ﬂ \
Cryptosporidium spp. COwWp /“\f o
\Oj/»‘;” )

Entamoeba histolytica 185 rRNA
| _ Sensibilidad del 3% y 100 % de especificidad
Ciardia lamblia 185 rRNA

( multiplex real time PCR x (sus multiplex PCR-Luminex)

/.

Ascaris lumbricoides ITs1 . JL\J .

Gold stantard PCR a tiempo real y utilizando como cut-off:
Ancylostoma duodenale ITs2

cMIF: =2,5 para Ascaris, Ancylostoma, Necator y Giardia
Necator americanus ITs2 cMIF: 7,3 para Cryptosporidium
cMIF: 9 para Strongyloides y Entamoeba

Strongyloides stercoralis 185 rRNA

Extraction control Glycoprotein B
i phocine herpes virus)

* Biotinylated primer in the PCR-Luminex assay.
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METODOS DE AMPLIFICACION EN CONDICONES ISOTERMICAS

Rev. Med. Virol. 2008; 18: 407-421.

JP Published online 20 August 2008 in Wiley InterScience
(www.interscience.wiley.com).
Reviews in nt..r@l I.Ilrulugu DOTI: 10.1002/rmv.593
REUIEW N
Tl Looy ,mediated isothermal amplification

= HL
Ko
! —t

N> (LAMP)& 31 new generation of innovative gene
e ampl1f1catitf1/ technique; perspectives in clinical

diagnosis of intactious diseases

Manmohan Parlda[* Santhn‘:p C}annarangalah[ Paban Kumar Dash’,

P. V. L. Rao' and Kouichi Morit=",

'Division of Virology, Defence Research & Dr!dﬂ;nrre&fﬁfsmbﬁsﬂnuwzf, Guwalior 474002, MP, India
“Department of Virology, Institute of Tropical Medicine Efﬁh\/\(/f‘ﬂ- z'a ne, Nagasaki University, Nagasaki, Japan

Utiliza una polimerasa con desplazamiento de hebra: B ~J\( BaC|IIus
stearothermophilus)

Set de 6 primers : 2 externos, 2 internos y 2 loop-primers que reconocen 8
regiones de la secuencia diana

El proceso de amplificacién consta de una Fase Inicial y una Fase de
Amplificacion y Elongacién

La temperatura Optima para el LAMP es 63°C

Tiempo de reaccion de 30-60 min. Hasta 10 ° copias.

B-Tube-holder

LCD panel
\
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Nkouawa A et al. 2012. Parasitol Int 61: 723-725

cox1l: 5 huevos / gramo de heces
clp : 10 huevos / gramo de heces

Nkouawa A et al. 2009. J Clin Microbiol 47: 168-174
Nkouawa A et al. 2010. J Clin Microbiol 48: 3350-3352

Sako Y & Nkouawa A. et al. 2013. M.Mol. Biol, 1039: 109-120

88, 4 % SENSIBILIDAD
T. solium, T. saginata, T. asiatica FRENTE A multiplex-PCR

@PLOS |0NE
d 2014

OPEN a ACCESS Freely available online

Development of a Highly Sensitive Loop-Mediate
Isothermal Amplification (LAMP) Method for the Crow

Detection of Loa loa

Pedro Fernandez-Soto'*, Prosper Obolo Mvoulouga', Jean Paul Akue?, Julio Lopez Aban’, Belén

Vicente Santiago’, Miguel Cordero Sanchez®, Antonio Muro’

11BSAL-CIETUS (Instituto de Investigacion Biomedica de Salamanca-Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca), Facultad de
Famacia, Universidad de Salamanca, 5alamanca, Spain, 2Deparment of Medical Parasitology, Centre International de Recherches Medicales de Franceville (CIRMF),
Franceville, Gabon, 3 Department of Infectious Diseases, Service of Internal Medidine, University Hospital of Salamanca, Salamanca, Spain

1 ag = 0,000 000 000 000 000 001 g (un trillonésimo de gramo) = 1(0—18 g

Sensibilidad
analitica= 0,5 ag
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Am.J. Trop. Med. Hyg., 90(2), 2014, pp. 306-311
doi:10.4269/ajtmh. 13-0583
Copyright © 2014 by The American Society of Tropical Medicine and Hygiene

A Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) Assay for Strongyloides stercoralis
in Stool That Uses a Visual Detection Method with SYTO-82 Fluorescent Dye

Matthew R. Watts,* Gregory James, Yasmin Sultana, Andrew N. Ginn, Alexander C. Outhred, Fanrong Kong,
Jaco J. Verweij, Jonathan R. Iredell, Sharon C-A. Chen, and Rogan Lee

Centre for Infectious Diseases and Microbiology Public Health; Pathology West - Institute of Clinical Pathology and Medical Research,
Westmead Hospital, New South Wales, Australia; Marie Bashir Institute for Infectious Diseases and Biosecurity and Centre for Research
Excellence in Critical Infection, University of Sydney, New South Wales, Australia; Department of Zoology, University of Dhaka,
Dhaka, Bangladesh; Department of Parasitology, Leiden University Medical Center, Leiden, The Netherlands

LAMP DETECTTON OF STRONGYLOIDES STERCORALIS

Diana: DNA ribosomal de la subunidad a
28S.

Deteccion: Fluordoforo SYTO-82. Visual vy
real-time

Sensibilidad analitica: dilucion 1/100
DNA de 1 larva

Especificidad: no amplificacion de DNA
de parasitos, hongos y bacterias
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PCR a tiempo real

Blanco Heces - 0,1ng 0,0lng 0,001 ng 0,0001ng
PCR: Sensibilidad analitica 0,1 pg

SybrGreen

.,4\:\\

Melting

Especificidad analitica: Giardia
duodenalis, Entamoeba histolytica, E.
dispar, Cryptosporidium parvum,
Trichinella spiralis, Anisakis simplex
,Taenia saginata ,Trichuris trichura,
Schistosoma mansoni, Ascaris
lumbricoides, Wuchereria bancrofti, Loa
loa, uncinarias.
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18S ITS1 5,85 ITS2 28S

, o) E—
A\H/ s
Muestras clinicas de pacietes

Lo
¢

. VA,
-Hospital Severo Ochoa ( Madria;y”
-Hospital Gregorio Marafién ( Madrid)-/, |

L

Proyecto Investigacion ISCIII Ny, D
:/«Q; )
Red de Investigacion Cooperativa en “"5\:&‘/
Enfermedades Tropicales (RICET) %‘5‘%
PCR vs OM J/‘EVCR vs CA PCR vs HM PCR vs CTP

Sensibilidad (%) 100,00  “(a131 100,00 93,75
Especificitdad (%) 83,86 8\5;,3:1“ 82,74 86,51
Prevalencia (%) 3,46 5,63 ) 2,16 6,93
VPP (%) 18,17 27,28 11,34 34,10
VNP (%) 100,00 99,47 100,00 99,46

OM:Observacion microscépica
HM: Harada Mori
CA: Cultivo en agar
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1)- El diagndstico por técnicas moleculares es suficientemente bueno?

Nematodes
A. hanbricoddes TTS/{:/,“ (Pecson BM eral. 2006 Wiriaeral. 2010: Basunief al. 2011: Harmad et af. 2001 1: Arndteraf. 2013 ?\ll:]lur.'{mr.zl]]_‘.-;
W\ . Wiria ef al. 2013)
Hookworm ITs N (Verwel) et al. 2007 a; Basuni et al. 2011; Harnid ef al. 2011; Jonker e al, 2012; Arndter al. 2013; Mejia et al. 2013,
XY Schar et al. 2013; Wiria ef al. 2013)
8. stercovalis S5U rDNA N g,;; - {ten Howve er al. 2009: Basuni ef al. 2011: Kramme ef al. 2011: j\ll:]]u et al. 2013: Schar er al. 2013: Sultana er af.
2013)
T. trichivura S5U rDNA, ITS-1 » L‘Az‘:‘/,‘ (Lau er al. 2013; Meja et al. 2013)
Trematodes N D)
", sirensis ITS-11Ts-2 NAD-2 \*/QA: Q. (Kim et al. 2009; Cai X0} et al. 2012; Su.[lpuu] O et al. 2012)
O, viverrini O, viverrin specific repetitive DNA ‘%1:;‘251.&;&»!.1::1-:{-; et al. 2008; Intapan ef al. 2009; Sanpool O et al. 2012)
fru',gt[u:ul'., NAD-2 ™~ ;r"}
Faragontmus ITS-2 [Tﬂ.l:l./,«'.l‘glputl et al. 2013)
Schistosoma SSU rDNA,ITS-2 NADH-1, Coxl, (Gomes¢.y! W06, Obeng et al. 2008; ten Hove et al. 2008; Kjetland ef al. 2009; Wichmann et al. 2009; Clerinx
5. mansoni tandem repeat et al. 20117 veps et al. 2012; Arnde e al. 2013; Arveetey YA et al. 2013; Downs JA ef al. 2013; Wichmann ef al.
2013) UG
Cestodes ;{; "
T. solium Taold repeat sequence, I'T=-1 (Yera et al. 2011: Praer '??\{mr._'_’l'll _‘!_:I
T. saginata ITS-1 (Praet er al. 2013) YS9

i<
N

— o
2)- Las tecnicas moleculares son tan bueiias como para ser verdad?

Estamos ante falsos positivos?. Al comparar nti’é\@a_s técnicas con “gold
standard” es dificil definir claramente verdadero positivo' y verdadero negativo.
La baja especificidad de las técnicas moleculares al compararlas con las
convencionales es debido a la baja sensibilidad de estas ultimas.

Plataformas de automatizacion
Deteccion simultanea de patogenos

3)- Futuras direcciones n sl !
Secuenciacion masiva
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