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Técnicas Moleculares

Estraftificar y refinar los datos proporcionando mediciones mds sensibles y
especificas

Actividades epidemiologicas
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Técnicas moleculares en enfermedades

INfecciosas

TABLE 2. Applications of molecular techniques in epidemiologic studies and available techniques as of this writing

Applications Method Technique
Identification Conventional Culture
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Enzyme immunosorbent assay (EIA)
Monoclonal antibodies
Nucleic acid based DNA hybridization for known genes
Direct sequencing of one or more regions
Multilocus sequence typing (MLST)
PCR* based Amplification of a single target specific to a pathogen
Ligase chain reaction (LCR)
Protein based Western blot or immunoblotting
Fingerprinting Conventional Serotype

Nucleic acid based

PCR based

Protein based

Gene expression

Antibiotic susceptibilities

Plasmid profiles

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
Segmented RNA gel electrophoresis

Ribosomal RNA gel electrophoresis

Direct sequencing of one or more regions
Multilocus sequence typing (MLST)

Amplification of a single target specific to a pathogen

Targeting known repetitive sequences (enterobacterial repetitive intergenic
consensus sequences (ERIC), repetitive extragenic palindromic sequences
(REP), double repetitive element (DRE), BOX, insertional sequence (IS),
polymorphic guanine/cytosine-rich repetitive sequences (PGRS))

Random primers (randomly amplified polymorphic DNA (RAPD), arbitrary primed
PCR (AP-PCR))

Restriction endonuclease of a single amplified product

Amplified fragment length polymorphism (AFLP)

Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE)

Reverse transcriptase PCR
Microarray technologies




Brotes

INnfrahospitalarios




Lista OMS de patdgenos prioritarios para lo
I+D de nuevos antibidticos

27 DE FEBRERO,DE 2017 | GINEBRA
Prioridad 1: CRITICA

* Acinetobacter baumannii I$GCf?r;dSt
=) . Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos muflirresistentes

s « CNtcrobacteriaceae Productoras de ESBL

Prioridad 2: ELEVADA

mmmm) °-Nnfcrococcus faecium T ) Vancomicina
mmmm) » STOOhYylOCOCCUS QUreus Meticilina, vancomicina
e Helicobacter pylori Claritromicina
eCampylobacter spp. o Fluoroguinolonas
eSalmonellae Fluoroquinolonas
e Neisseria gonorrhoeae ] Cefalosporina, fluoroguinolonas

Prioridad 3: MEDIA
e Streptococcus pneumoniae sin sensibilidad a la penicilina
e Haemophilus influenzae Ampicilina

*Shigella spp. Fluoroquinolonas
WHO




[ La misma cepa ]
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http://www.rapidmicrobiology.com/test-method/molecular-techniques-for-microbial-identification-and-typing/
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Caracteristicas

> Capacidad de discriminacion

> Altamente reproducible

2 & > FAcil de realizar e interpretar

> Rapida




Resultados de fipificacidon molecular

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

precursor comun

Dichos aislamientos tendrdn el mismo genotipo

Aislados epidemioldgicamente no relacionados tendrdan diferentes

genotipos




Medicina Traslacional

Aplicar medidas de prevencion y confrol de las infecciones
» Son mas rentables cuando se aplican lo antes posible

so oportuno de las medidas:

» Minimiza la fransmision de patdgenos

» Asegura una atencion adecuada vy la seguridad del paciente a pesar
de los limitados recursos
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Electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE)

» Método de fipificacion molecular “gold standard”

as utilizado para caracterizar los aislamientos bacterianos en
brotes

» Analizar eventos de fransmision

» Producir una huella digital de ADN de un aislado
bacteriano




The Pulsed-field Gel

clectrophoresis Process

Bacterial Culture

&

ONAJ2 Ny In Plugs Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)

Cut DNA with Restriction Enzyme

The scientist loads the
DNA gelatin plug into a.gel,
and places it in an electric
field that separates DNA
fragments according to
their size.

The seientist takes The bacterial cells are
bagcterial cells from broken open with
an agarplate. biochemicals, or lysed,
so that the DNA is free in
the agarose plugs.
Plug Mold

Data Analysis (BioNumerics)

e The geliis stained so that
DNA can be.seen under
uitraviolet, (UV) light.
A digital camera takes a
photograph of the gel
and stores the picture in

The scientist mixes bacterial the computer.
cells with melted agarose and
pours into a plug mold.




Electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE)

[ Ventajas

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

Inserciones o deleciones
Eventos de recombinacion

Excelente capacidad discriminatoria y alta concordancia
epidemioldgica

Reproducibilidad intra-laboratorios

Patrones de restriccion de ADN estables y reproducibles
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Figure 2. Dendrogram of community-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus isolates.




Electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE)

{ Desventagjas

Técnicamente exigente: mano de obra y fiempo

Falta de resolucion en bandas de tamano casi idéntico

Andlisis de resultados: subjetivo

Bases de datos internacionales
Seguimiento de cepas




PCR de Elementos Repetitivos
(rep-PCR)

» Patrones de huella gendmica

®» (Cebadores que se hibridan con secuencias repetitivas
intergénicas no codificantes dispersas a través del genoma

» PCR amplifica rep
®» Produce multiples amplicones

» Flectroforésis caracterizan tamanos

=

» Patron de bandas & d
:l .;_\‘;l'

http://www.biomerieux.com.mx/microbiologia-
industrial/diversilabr-0



DiversiLab-strain-typing



PCR de Elementos Repetitivos
(rep-PCR)

[ Ventajas

Resultados en corto tiempo

Enfoque econdmico

Altamente discriminatorio para muchos
Microorganismo

Procedimiento estandarizado
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PCR de Elementos Repetitivos
(rep-PCR)

[ Desventqjas ]

[ Carece de reproducibilidad

[Tipificocién 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

Diferenciacion Estafilococos y Mycobacteria es
limitado




Loci de repeticion en tdndem de numero
variable (VNTR)

» Genomas bacterianos poseen muchas regiones con repeticiones de
nucledtidos en la secuencias ADN codificante y no-codificante

»/ Repefticiones son directamente adyacentes entre si

» SU NnUmero en el mismo locus varia entre los aislados
» | s regiones gendmicas se llaman locus VNTR

» VRE aislados fueron genotipificados por mulfiple-locus variable number
tandem repeat analysis (MLVA)



MLVA Process

(Multiple Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis) ¢¢

=2 Detection window

Capillaries =

Detector

Bacterial Culture

i

Load plate into device

Sample Plate

Scientists lcad the

- PCR products into a
§~, - e sample analysis plate
iy .:... and mix them with High voltage
.. - = chemicals that help power suppy
them determine the

size of the product,

o Using capillary electrophoresis, the fragment analysis
solution is run though a gel matrix in an alectric field
to determine the sizes of the DNA fragments.

Scientists take
bacterial cells
from an agar plate
and boil the cells

to release DNA, After PCR, scientists must

determine the size of the
PCR products. The different
sizes will tell scientists how
related the bacterial strains
are to each other.

Boil bacteria to refease DNA

PCR product analysis

Lot d e b bda bl s gy

o The data output of the MLVA process is called an electropherogram. It

shows the DNA standards of known size in red, and the sizes of the PCR
praoducts in blue, green, and black. The PCR products sizes are converted
into allele types using special software, which lets scientists determine how
closely they are related,

PCR amplification

Scientists have to detaect the DNA
region needed for this type of finger-
printing, called the variable-number
tandem repeat arrays (VNTR), To do
this, they use polymerase chain
reaction (PCR), which combines the
DNA with chemicals to amplify

the VNTR.




Loci de repeticion en tdndem de
numero variable (VNTR)

Ventajas

Sencilla, rapida y relativamente economica

NoO es necesario un equipo de electroforesis
sofisticado

Resultados comparados con bases de datos
referencia




Locus VNTR-7,
repeat lenght: 121 bp

Bandsize | Number of
Locus VNTR-2, (bp) repeats
repeat lenght: 279 bp 381 0 (flank)
Bandsize | Number 4186 1
(bp) of repeats 537 >
504 0 (flank) 658 5 i
724 ] 779 4 Locus VNTR-8,
1003 2 repeat lenght: 121 bp
1282 3 Bandsize | Number of
1561 4 (bp) repeats
1840 S 197 0 (flank)
2119 6 237 1
2677 8 VNTR-2» 479 3
2956 9 600 4
721 5
Locus VNTR-1, —VNTR-1% «VNTR-7— 842 0
repeat lenght: 123 bp VNTR-8 963 7
Bandsize | Number EHVNTR-1 0=
(bp) of repeats Locus VNTR-10,
250 0 (flank) «@VNTR-0— repeat lenght: 120 bp
274 1 Bandsize | Number of
397 > Locus VNTR-9, (bp) repeats
520 3 repeat lenght: 121 bp 174 0 (flank)
643 4 Bandsize| Number 234 1
766 5 [ (bp) of repeats 354 2
889 6 158 0 (flank) —1 474 3
1012 7 205 1 — 594 4
326 2
447 3
568 4

Fig. 2.2 Schematic representation of the MLLVA assay for Enterococcus faecium 1solates. Six loci




Loci de repeticion en tdndem de
numero variable (VNTR)

[ Desventqgjas ]

No es un método universal, disenar primers especificos para cada
patdgeno

No es 100% reproducible, secuenciar amplicones de los alelos

La diferencia de tamano en un locus VNTR no siempre puede reflejar
el nUmero real de repeticiones en tdndem




Tipificacion de secuencias Multilocus
(MLST)

» Aumentar el poder discriminatorio del esquema *clasico”

plificacion por PCR y secuenciacion

» MLST basado en siete genes housekeeping

» afpA, ddl, gdh, purk, gyd, pstS, adk



Multi Locus Sequence Typing of B. cereus group isolates

Sequence internal fragments
(~300-500 bp) of the genes in
numerous isolates
Select and amplify by PCR seven
essential or housekeeping genes
from genomic DNA
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Tipificacion de secuencias Multilocus
(MLST)

Ventqjas

estandarizada a nivel internacional

{ Datos producidos son inequivocos por una nomenclatura }

{ hitps://pubmist.org/ y http://www.mlst.net/ }

{ Altamente reproducible }



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

Tipificacion de secuencias Multilocus
(MLST)

Desventqgjas

Costosa: consumibles y reactivos

Laboriosa, consume mucho tiempo

Discriminacion insuficiente para algunos patdgenos




Secuenciacion del genoma completo
(WGS)

» Secuencia de las bases nifrogenadas en un organismo, identificar su huella
digital de ADN o patron unico

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

La secuenciacion de proxima generacion NGS

Andlisis altfamente exacto y sin hipotesis de multiples aislamientos para la
deteccion

ldentificar el organismo y examinar la resistencia y la virulencia



The Whole Genome Sequencing (WGS) Process

WGS is a laboratory procedure that determines the order of bases in the genome of an

organism in one process. WGS provides a very precise DNA fingerprint that can help
link cases to one another allowing an outbreak to be detected and solved sooner.

Bacterial Culture 4. DNA Library Sequencing

o The DNA library is loaded onto a 2
sequencer. The combination of %
nucleotides (A, T, C, and G) making <
up each individual fragment of DNA 8
is determined, and each result is S
called a “DNA read.” g
3
0 Scientists take bactenal g Ss
- cells from an agar plate = - ove
S and treat them with % @ Scientists make many
£ chemicals that break them S copies of each DNA
= open, releasing the DNA. Q fragment using a process CCTCO0650CTCCA TICLOCTIGAAATOS
= The DNA is then purified. ) called polymerase chain crTaTTCTIoNcCTT Sk
= 3 reaction (PCR). The pool of GOGGOCTCCAATCET
Q < fragments generated in a CTTGANATCSCOGRA Reads
= 3 PCR machine is called a ‘ QOCTOCARIOCTIAT
2 “DNA library.” 3
| CCTGGCGECCTOCAATGCTTATICTICECCTIGAARTOGO0GAA
Reconstructed Genome

o

e Y u

(-\-h:’ s’r

\"1 M

R\Q‘_ " Sﬂ =~y = = X
— ;

( ‘yy @ D" "‘k \ ‘S.CU' into $h°: frag‘merjts LV @ e seauencer produces millions of DNA reads and specialized
J of known length, either by using computer programs are used to put them together in the

enZyme:‘s ; r:no:edc_ular ?c»ssors correct order like pieces of a jigsaw puzzle. When completed,
O RN N ST L the genome sequence containing milions of nucleotides (in

one or a few large pieces) is ready for further analysis.




Secuenciacion del genoma completo
(WGS)

| Ventajas |

Identificacion precisa y caracterizacion de aislamientos bacterianos

\

7

Comparar diferentes genomas con una resolucion de un solo nucledtido

[ |dentifica variantes de un solo nucledtido ]

Grandes volumenes de datos en corto periodo de tiempo para ensamblaje de
nuevos genomas




Secuenciacion del genoma completo
(WGS)

( )

Desventqgjas

- J

Interpretar la informacion importante de un
conjunto de datos obtenidos

No es un enfoque rdpido, ni costo efectivo




Conclusiones y Perspectivas
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FIGURE 2 | Schematic representation of a sample workflow with timelines from patient presentation at a primary health care facility through the diagnostic process




Conclusiones

» Métodos proporcionan resulfados confiables en un par de dias.

» Permiten una implementacion temprana y mas precisa de las medidas
de conftrol de la infeccion.

®» Son capaces de identificar casos de brotes falsos positivos basados en
caracteristicas espacio temporales y asi ahorrar recursos financieros vy
de personal.



Perspectivas

» Mejorar la vigilancia de los brotes de enfermedades
infrahospitalarias y la resistencia a los anfibidticos.

» Sistemas nacionales de vigilancia y la infraestructura de laboratorios
deben mantenerse a la par con la tecnologia cambiante.
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ﬁ Prosper”ahodos
Grupo funcionales

Grupo promotor: Instituto Nacional de Salud
Grupo de conduccién: Experto metodolégico y tematico INS

Grupo de apreciadén: Conformado por expertos nacionales seleccionados bajo los criterios de
experticia en el area temaética, que aceptaron libremente su participacion en el consenso
propuesto los cuales fueron:

1.Asociacion Colombiana de Infectologia (ACIN)

2.Fundacion Valle del Lili

3.Red de Vigilancia de Eventos Nosocomiales del Valle (RENOVA)

4.Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM)
5.Fundacién Universitaria de Ciencias de la Salud (FUCS)

6.Grupo para el Estudio de la Resistencia a Antibiéticos de Medellin (GERMEN)
7.laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la Universidad El Bosque

8.Unidad de Genética y Resistencia Antimicrobiana (UGRA) de la Universidad El Bosque

9. Grupo para el Control de |a Resistencia Bacteriana de Bogota (GREBO)-Universidad
Nacional de Colombia

10. Grupo de Infecciones Nosocomiales y Resistencia Microbiana (INOREMI) de la
11. Universidad del Atlantico
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Criterios para incluir patdgenos en la listo

El grado de letalidad de las infecciones que provocan

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

La frecuencia con que presentan resistencia a los antibidticos existentes cuando
Infectan a las personas de las comunidades




Criterios para incluir patdgenos en la listo
OMS

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

r St las infecciones que provocan pueden 0 NoO prevenirse {

/

Cudntas opciones terapéuticas quedan {
N Si se estan investigando y desarrollando nuevos antibidticos para tratar las
infecciones que causan ‘
rel

A U \
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OVERPRESCRIBING ANTIBIOTICS ENCOURAGES THE EMERGENCE
OF SUPERBUGS THAT ARE RESISTANT TO TREATMENT
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