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Enfermedad Personas en 

riesgo  

Personas 

Infectadas  

Muertes anuales Personas sintomas/ 

discapacidad   

Malaria   

  

E. de Chagas   

Esquistosomiasis 

Trematodos 

(alimentos) 

  
Parasitosis 

Intestinales  

  

Filariasis 

linfáticas    

Oncocercosis   

Leishmaniasis   

E. sueño 

2.200 millones   

  

100 millones   

  600 millones   

730 millones   

4.000 millones   

1.100 millones   

120 millones   

350 millones   

55 millones   

    

  

1   

200 millones 

  

  

  

  

500 millones 

8 millones 

  

40 millones 

3.500 millones 

120 millones   

18 millones 

12 millones 

300.000   

1,5 - 2,7 millones   

  

 45.000   

 20.000   

 10.000   

 135,000 (Helm) 

   90.000 (Protoz)   

Alta mortalidad 

pacientes  

elefantiasis 

Alta mortalidad 

en pacientes con 

ceguera   

VL: 75.000 - 80.000  

CL: menor nº   

20.000   

200 - 500 millones   

  

3 millones   

20 millones   

Hígado/ diarrea   

450 millones 

48 millones 

  

  

  

Discapacidad crónica 

(44 millones) 

  

270.000 personas con ceguera   

Frecuente en pacientes de VL  

pacientes de LC con múltiples 

lesiones   

 300.000 personas síntomas/ 

 discapacidad   

Fuente= WHO-CTD   
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DIAGNÓSTICO 
 
Escasa sensibilidad / especificidad de los métodos  utilizados 
 
Papel decisivo de las encuestas epidemiológicas 

Técnicas  
convencionales  

identificación 

Antígenos crudos 

Antígenos definidos 

Técnicas ADN 
 recombinante 

Técnicas 
amplificación 
génica 
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 Multiplex-PCR PCR a tiempo real 
Incremento de la velocidad  (reducción nº de 
ciclos, eliminación del análisis electroforético de 
los amplicones) 
Aumento de la sensibilidad y análisis de la 
amplificación a tiempo real 
Reproducibilidad  
Menor riesgo de contaminación 

Sondas TaqMan 

Molecular Beacons 

Sondas FRET 

Utiliza diversos sets de primers 
para la amplificación de 
múltiples templados dentro de 
una sola reacción 

Diferentes dianas: 
DNA ribosomal 
ITS1-ITS2 
DNA mitocondrial 
Secuencias de DNA repetidas 

Diferentes tipos de muestras: 

 

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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  PCR convencional PCR tiempo real Técnicas convencionales 

        

Costo 6 ,5 $ 3 $ 2,6 $ 

Tiempo 3 h 30 min 2h  2h 30 min 

        

        

http://lacomunidad.elpais.com/yoelchoto/category/hijos/2
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Sensibilidad 92% PCR / 74% 
microscopía a los 18 m post-tto 

CAA/Kato Katz 
 
S: 94%/ 74% 
E: 60% 
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PCR a tiempo real- Sistema Luminex de 
detección 

Microesfereas de poliestireno marcadas 
con dos fluoróforos. 
Clasificadas de acuerdo al ratio de su 
marcaje interno. 
Las sondas se unen a las microesferas por 
enlaces covalentes 
Los primers marcados con biotina 
Los productos de PCR se hibridan a las 
microesferas 
Detección  de los amplicones utilizando la 
streptavidina_PE como molécula 
reportadora 
 

1er laser detecta el tipo de bola con la sonda correspondiente 
2º laser detecta el amplicon Biotina-Streptavidina PE 
Los resultados se dan en MIF ( intensidad media de fluorescencia) 
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Sensibilidad del 83 % y 100 % de especificidad 
 ( multiplex real time  PCR versus multiplex PCR-Luminex) 
 
Gold stantard  PCR a tiempo real y utilizando como cut-off: 
 
cMIF:  ≥2,5 para Ascaris, Ancylostoma, Necator y Giardia 
cMIF: 7,3 para Cryptosporidium 
cMIF: 9 para Strongyloides y Entamoeba  

PCR a tiempo real- Sistema Luminex  de detección 
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MÉTODOS DE AMPLIFICACIÓN EN CONDICONES ISOTÉRMICAS 
 

 

• Utiliza una polimerasa con desplazamiento de hebra :  Bst ( Bacillus 

stearothermophilus) 

• Set de 6 primers : 2 externos, 2 internos y 2 loop-primers que reconocen 8 

regiones de la secuencia diana 

• El proceso de amplificación consta de una Fase Inicial y una Fase de 

Amplificación y Elongación 

• La temperatura óptima para el LAMP es 63º C 

• Tiempo de reacción de 30-60 min. Hasta 10 9 copias. 
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TAENIA Nkouawa A et al. 2009.  J Clin Microbiol 47: 168-174 
Nkouawa A et al. 2010.  J Clin Microbiol 48: 3350-3352 
Nkouawa A et al. 2012. Parasitol Int 61: 723-725  
Sako Y & Nkouawa A. et al. 2013. M.Mol. Biol, 1039: 109-120 
 

cox1:  5 huevos / gramo de heces 
clp : 10 huevos / gramo de heces 
  

2014 

1 ag = 0,000 000 000 000 000 001 g (un trillonésimo de gramo) =   10–18 g 

Sensibilidad  
analítica= 0,5 ag 

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



VII Jornadas Catalanas de Salud  Internacional  

Diana: DNA ribosomal de la subunidad 
28S.  
Detección: Fluoróforo SYTO-82. Visual y 
real-time 
Sensibilidad analítica: dilución  1/100 
DNA de 1 larva  
Especificidad: no amplificación de DNA 
de parásitos, hongos y bacterias 
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PCR a tiempo real SybrGreen 

Blanco  Heces -        0, 1 ng        0,01 ng      0,001 ng    0,0001 ng    

100 pb 

Melting 

PCR: Sensibilidad analítica 0,1 pg 
 

Especificidad analítica: 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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      PCR vs OM   PCR vs CA   PCR vs HM   PCR vs CTP   

  Sensibilidad (%) 100,00   92,31   100,00   93,75   

  Especificitdad (%) 83,86   85,32   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:Observación microscópica 
HM: Harada Mori 
CA: Cultivo en agar 

VALIDACIÓN 
Muestras clínicas de pacientes 

 

-Hospital  Severo Ochoa ( Madrid) 

-Hospital Gregorio Marañón ( Madrid) 

 

Proyecto Investigación ISCIII 

 

Red de Investigación Cooperativa en 

Enfermedades Tropicales (RICET)  

18S       ITS1   5,8S   ITS2       28S 

HVR-I a IV 
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1)- El diagnóstico por técnicas moleculares es suficientemente bueno? 

2)- Las técnicas moleculares son tan buenas como para ser verdad? 

3)-  Futuras direcciones 

Estamos ante falsos positivos?. Al comparar nuevas técnicas con “gold 
standard” es difícil 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 últimas. 

Plataformas de automatización 
Detección simultanea de patógenos 
Secuenciación masiva 
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MUCHAS GRACIAS POR LA ATENCIÓN 


