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Problemas de la microscopía

-Alta especialización del observador

-Bajas parasitemias indetectables

-Difícil diagnóstico de especie

-Diagnóstico de infecciones mixtas

Necesidad de nuevas técnicas diagnósticas más sensibles y específicas



Sensibilidad métodos diagnóstico 
malaria

• Gota gruesa: 5-100 parásitos/µL

• Extensión fina: 50-100 parásitos/µL

• Pruebas rápidas: <100 parásitos/µL

• PCR: 0,04-20 parásitos/ µL



Rendimiento PCR Malaria: Factores

• Muestra

• Método de extracción

• Diana a amplificar

• Tipo de PCR



Diana PCR Malaria

• ADN altamente repetido:
stevior, ADN satélite

• ADN medianamente repetido:
ADN ribosómico (18S rRNA)

• ADN de copia única:
Genes específicos (msa-2)



Evolución técnicas de diagnóstico molecular

PCR Simplex sonda
PCR ELISA
Multiplex-PCR
Nested-PCR

RFLP

PCR Simplex
Real-time PCR

Sensibilidad/Especificidad-/- +/+
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PCR a Tiempo Real

•Amplificación y detección simultánea mismo vial (cerrado)

•Medir la amplificación en cada momento 



Método: (amplificación y detección al mismo tiempo)

• PCR en capilares o placa

• Control de temperatura por aire o convencional

• Detección por fluorescencia
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Ventajas PCR a Tiempo Real vs PCR 
convencional

•Mayor rapidez

•Riesgo de contaminación muy disminuido

•Cuantificación del producto amplificado

•Determinación de mutaciones puntuales



1. Marcaje inespecífico

Agentes intercalantes que se unen al ADN 

de doble cadena                                            

El más empleado: SYBR Green I

2. Marcaje específico

Sondas específicas de 3 tipos (Taqman, 

molecular beacons, FRET)

PCR a Tiempo Real: Tipos



PCR a Tiempo Real: 
Marcaje inespecífico



PCR a Tiempo Real: 
Marcaje inespecífico

•Ventajas

Barato

Fácil de optimizar

•Inconvenientes

Baja especificidad (unión a productos 

inespecíficos, dímeros de cebadores)

Para incrementar la especificidad: emplear 

polimerasas hot-start y determinar Tm



PCR a Tiempo Real 
Marcaje específico con sondas

FRET TaqMan

5’ 3’
Quench Fluoróforo

Molecular Beacons
QuenchFluor QF

F Q



PCR a Tiempo Real: Marcaje 
específico con sondas

•Ventajas

Específico

Identifica polimorfismos y mutaciones 

puntuales

•Inconvenientes

Mayor coste económico



Equipos para PCR a Tiempo Real



0,004Cox1/PlastidPfProbe (molecular 
beacon)

Tiempo real SimplexElayed 2006

118S rRNA4Syber greenTiempo real SimplexMangold 2005

1,418S rRNA4Sonda (ELISA)SimplexWhiley 2004

0,518S rRNAPfSonda (Taqman)Tiempo real SimplexGama 2007

0,01Cox1/rRNAGenus, 4Sonda (FRET)Tiempo real MultiplexSafeuki 2008

0,0718S rRNA4Sonda (ELISA)NestedCalderaro 2004

0,118S rRNAPf, PvBrEt (gel)MultiplexKho 2003

0,0118S rRNA4BrEt (gel)Nested & MutiplexRubio 2002

0,3818S rRNA4BrEt (gel)NestedMyjak 2002

0,035Cox1/PlastidGenus, PmSyber greenTiempo real Simplex & 
Multiplex

Fabre 2002

0,01Cox1/PlastidGenus, Pf, Po, PvSonda (gel)SimplexThan 1999

318S rRNAGenus, Pf, PvSonda (southern blot)SimplexCiceron 1999

1,3DHFRPfBrEt (gel)NestedArai 1994

Sensibilidad Pf
(parásitos/uL)

DianaEspecies 
detectadas

Detección señalTipo PCRReferencia

PCR Malaria



PCR tiempo real paludismo: cribado y 
específica

Rougemont et al. JCM 2004

Alineamiento parcial de 18S rRNA





Detección de resistencias
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Cribado mediante PCR a tiempo real: 
sistema de “pooles”

Taylor et al. JCM 2010



Taylor et al. JCM 2010

Sistema de “pooles”



Detección P. falciparum no invasiva por PCR



Pros y Contras PCR a tiempo real

Ventajas

-Mayor sensibilidad y especificidad

-Detecciones de parasitemias mixtas

-Objetividad en la interpretación

-Utilidad en muestras no invasivas

-Monitorizacion de tratamiento

-Detección de resistencias (polimorfismos y nº copias)

Desventajas

-Coste e infraestructuras

-No en situaciones de urgencia

-PCR positiva para gametocitos



Evolución técnicas de diagnóstico molecular

PCR Simplex sonda
PCR ELISA
Multiplex-PCR
Nested-PCR

RFLP

PCR Simplex
Real-time PCR

Sensibilidad/Especificidad-/- +/+



En el futuro...

•High-resolution melting

•Espectrometría de masas

•Arrays

•Biosensores

Real-time PCR


