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Técnicas Moleculares

Estratificar y refinar los datos proporcionando mediciones más sensibles y 
específicas 

Actividades epidemiológicas

Vigilancia de enfermedades

Investigaciones de brotes
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Técnicas moleculares en enfermedades 

infecciosas



Brotes 

intrahospitalarios



Lista OMS de patógenos prioritarios para la 

I+D de nuevos antibióticos
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Prioridad 1: CRÍTICA

•Acinetobacter baumannii

•Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos

•Enterobacteriaceae Productoras de ESBL

WHO

Bacterias 

multirresistentes

Prioridad 2: ELEVADA

•Enterococcus faecium Vancomicina

•Staphylococcus aureus Meticilina, vancomicina

•Helicobacter pylori Claritromicina

•Campylobacter spp. Fluoroquinolonas

•Salmonellae Fluoroquinolonas

•Neisseria gonorrhoeae Cefalosporina, fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA

•Streptococcus pneumoniae sin sensibilidad a la penicilina

•Haemophilus influenzae Ampicilina

•Shigella spp. Fluoroquinolonas



Métodos de 
Tipificación

La misma cepa

Relacionados 
genéticamente

Aislamientos 
relacionados 

epidemiológicamente

http://www.rapidmicrobiology.com/test-method/molecular-techniques-for-microbial-identification-and-typing/



Tipificación molecular
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Características 

Capacidad de discriminación

Altamente reproducible

Fácil de realizar e interpretar

Rápida



Resultados de tipificación molecular

Los aislamientos que representan el brote son la progenie reciente de un 
precursor común

Dichos aislamientos tendrán el mismo genotipo 

Aislados epidemiológicamente no relacionados tendrán diferentes 
genotipos



Medicina Traslacional

Aplicar medidas de prevención y control de las infecciones 

 Son más rentables cuando se aplican lo antes posible

El uso oportuno de las medidas:

 Minimiza la transmisión de patógenos 

 Asegura una atención adecuada y la seguridad del paciente a pesar 

de los limitados recursos



Técnicas Moleculares



Electroforesis en gel de campo pulsado 

(PFGE)

 Método de tipificación molecular “gold standard”

 Más utilizado para caracterizar los aislamientos bacterianos en 
brotes

 Analizar eventos de transmisión

 Producir una huella digital de ADN de un aislado 
bacteriano





Electroforesis en gel de campo 

pulsado (PFGE)

Ventajas

Aborda una gran porción de un genoma investigado (>90%)

Inserciones o deleciones

Eventos de recombinación

Excelente capacidad discriminatoria y alta concordancia 
epidemiológica

Reproducibilidad intra-laboratorios

Patrones de restricción de ADN estables y reproducibles





Electroforesis en gel de campo 

pulsado (PFGE)

Desventajas

Técnicamente exigente: mano de obra y tiempo

Falta de resolución en bandas de tamaño casi idéntico

Análisis de resultados: subjetivo

Bases de datos internacionales

Seguimiento de cepas 



PCR de Elementos Repetitivos 

(rep-PCR)

 Patrones de huella genómica

 Cebadores que se hibridan con secuencias repetitivas 

intergénicas no codificantes dispersas a través del genoma 

 PCR amplifica rep

 Produce multiples amplicones

 Electroforésis caracterizan tamaños

 Patrón de bandas

http://www.biomerieux.com.mx/microbiologia-

industrial/diversilabr-0



DiversiLab-strain-typing



PCR de Elementos Repetitivos 

(rep-PCR)

Ventajas

Resultados en corto tiempo

Enfoque económico

Altamente discriminatorio para muchos 
microorganismo

Procedimiento estandarizado





PCR de Elementos Repetitivos 

(rep-PCR)

Desventajas

Carece de reproducibilidad

Tipificación de especies es limitada a los kits disponibles

27 kits para especies bacterianas y 4 kits para especies 
de hongos

Acinetobacter spp., Klebsiella spp.,

E. coli, Pseudomonas aeruginosa

Diferenciación Estafilococos y Mycobacteria es
limitado



Loci de repetición en tándem de número 

variable (VNTR)

 Genomas bacterianos poseen muchas regiones con repeticiones de 

nucleótidos en la secuencias ADN codificante y no-codificante

 Repeticiones son directamente adyacentes entre sí 

 Su número en el mismo locus varía entre los aislados

 Las regiones genómicas se llaman locus VNTR

 VRE aislados fueron genotipificados por multiple-locus variable number 

tandem repeat analysis (MLVA)





Loci de repetición en tándem de 

número variable (VNTR)

Ventajas

Sencilla, rápida y relativamente económica

No es necesario un equipo de electroforesis 
sofisticado

Resultados comparados con bases de datos 
referencia





Loci de repetición en tándem de 

número variable (VNTR)

Desventajas

No es un método universal, diseñar primers específicos para cada 
patógeno

No es 100% reproducible, secuenciar amplicones de los alelos

La diferencia de tamaño en un locus VNTR no siempre puede reflejar 
el número real de repeticiones en tándem



Tipificación de secuencias Multilocus

(MLST)

 Aumentar el poder discriminatorio del esquema “clásico”

 Amplificación por PCR y secuenciación

MLST basado en siete genes housekeeping

 atpA, ddl, gdh, purk, gyd, pstS, adk





Tipificación de secuencias Multilocus

(MLST)

Ventajas

Datos producidos son inequívocos por una nomenclatura 
estandarizada a nivel internacional

https://pubmlst.org/ y http://www.mlst.net/

Altamente reproducible

https://pubmlst.org/
http://www.mlst.net/


Tipificación de secuencias Multilocus

(MLST)

Desventajas

Costosa: consumibles y reactivos

Laboriosa, consume mucho tiempo

Discriminación insuficiente para algunos patógenos



Secuenciación del genoma completo 

(WGS) 

 Secuencia de las bases nitrogenadas en un organismo, identificar su huella 
digital de ADN o patrón único

 Secuenciación determinar el orden de las bases en el genoma de un 
organismo

 La secuenciación de próxima generación NGS

 Análisis altamente exacto y sin hipótesis de múltiples aislamientos para la 
detección

 Identificar el organismo y examinar la resistencia y la virulencia





Secuenciación del genoma completo 

(WGS) 

Ventajas

Identificación precisa y caracterización de aislamientos bacterianos

Comparar diferentes genomas con una resolución de un solo nucleótido

Identifica variantes de un solo nucleótido

Grandes volúmenes de datos en corto período de tiempo para ensamblaje de 
nuevos genomas



Secuenciación del genoma completo 

(WGS) 

Desventajas

Interpretar la información importante de un 
conjunto de datos obtenidos 

No es un enfoque rápido, ni costo efectivo



Conclusiones y Perspectivas



Conclusiones

 La implementación de

métodos estándar para

tipificación molecular

demuestra ser eficaz para

la detección y el análisis de

un grupo de patógenos.



Conclusiones

 Métodos proporcionan resultados confiables en un par de días.

 Permiten una implementación temprana y más precisa de las medidas

de control de la infección.

 Son capaces de identificar casos de brotes falsos positivos basados en

características espacio temporales y así ahorrar recursos financieros y

de personal.



Perspectivas

 Mejorar la vigilancia de los brotes de enfermedades

intrahospitalarias y la resistencia a los antibióticos.

 Sistemas nacionales de vigilancia y la infraestructura de laboratorios

deben mantenerse a la par con la tecnología cambiante.
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Criterios para incluir patógenos en la lista 

OMS

http://www.who.int/mediacentre/news/rel

eases/2017/bacteria-antibiotics-

needed/es/

El grado de letalidad de las infecciones que provocan

El hecho de que el tratamiento requiera o no una hospitalización larga

La frecuencia con que presentan resistencia a los antibióticos existentes cuando 
infectan a las personas de las comunidades



Criterios para incluir patógenos en la lista 

OMS

http://www.who.int/mediacentre/news/rel

eases/2017/bacteria-antibiotics-

needed/es/

La facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a personas y 
entre personas

Si las infecciones que provocan pueden o no prevenirse

Cuántas opciones terapéuticas quedan

Si se están investigando y desarrollando nuevos antibióticos para tratar las 
infecciones que causan




