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Biologia Molecular en el Diagnostico
de Enfermedades Infecciosas
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Clasificacion molecular de las enfermedades humanas
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Existen diversas técnicas de Biologia Molecular para diagnostico

« Southern, Northern y Slot Blots
 FISH

« Genomica

» Captura de Hibridos

 PCRy sus variantes (RT-PCR, PCR tiempo real, PCR-RFLP, PCR Nested,
PCR Multiplex)

« NASBA
* Secuenciacion

i

”' i \ \u"\ 'J il ”) ”"“uw ﬁ"f

;i [ 1!




Diagnaostico clinico

» Deteccion temprana de patdgenos Bacterianos, protozoarios u hongos.

« Deteccion /Cuantificacion / Genotipificacion de patogenos Virales (carga
viral, carga pro-viral).

« Monitoreo, eleccion y evaluacion de terapia (enfermedad residual -
recaida).

» Deteccion de cepas resistentes a antibioticos.
» Deteccion de mutaciones puntuales.

» Deteccion de marcadores tumorales.
 Polimorfismo geneético.

* Filiacion.

 Medicina Forense.
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Aplicacion en enfermedades de origen infeccioso

- Detectar el genoma de los agentes patdgenos a través de secuencias que
difieren de las secuencias del Genoma Humano (epidemiologia de brotes de
infeccion y patdgenos emergentes).

- Permite detectar cantidades minimas del patdgeno en muestras biologicas.
- Diagnostico de infecciones debidas a microorganismos de lento crecimiento.
- Deteccion de agentes infecciosos que no pueden ser cultivados (virus).

- Rapida identificacion de resistencias a antibidticos.

TABLA 1. Algunos ejemplos de la deteccion de microorganismos
L o =z - - en muestras clinicas por PCR aparecidas en la revista Journal
- ldentificacion de genes de virulencia o de of Clinical Microbiology (1989-199)
resistencia a drogas.
Leptospira 1989 octubre 27:2258-62
= =gm -7 - Mycoplasma pneumoniae 1989 noviembre  27:2492-6
- Genot|p|f|cac|on de cepas o su bespec|es_ Rickettsia rickettsii 1989 diciembre  27:2366.8
Parvovirus 1989 diciembre 27:2647-51
Papillomavirus 1989 diciembre 27:2660-5
VIH 1990 enero 28:16-9
Rotavirus 1990 febrero 28:276-82
Mycobacterium tuberculosis 1990 marzo 28:513-8
Borrelia burgdorfert 1990 marzo 28:566-72
Herpesvirus 6 humano 1990 mayo 28:970-4
Chlamydia trachomatis 1990 junio 28:1254-60
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana.

NNNNNNNNNNNNNNNN Enferm Infecc Microbiol Clin 2003;21(Supl. 2):61-3



Ginecolodgicas
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ﬂ/leningitis, encefalitis y meningoencefalitis\
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eningitis bacterianas agudas

[

Neisseria meningitidis
Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae tipo b

Listeria monocitogenes J
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Meningitis neonatal
Streptococcus agalactiae
Escherichia coli K1
Listeria monocitogenes
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Cryptococcus neoformans
Pneumocystis jiroveci

Virus herpes
VIH

Carga viral CMV
Carga viral EBV

HTLV Iy I
Oncoldgicos
VIH positivos
Inmunodeficiencias

hereditarias
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Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium Atipicos Toxoplasma gondii
Treponema pallidum
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Deteccion
de Virus Respiratorios

Influenza A, subtipando:
H1N1 Estacional
H3N2 Estacional
Nueva HIN1

Adenovirus
Metapneumovirus A
Metapneumovirus B

VIRUS
DETECTADOS _

Parainfluenza 1
Parainfluenza 2

Parainfluenza 3

Parainfluenza 4, subtipando:
Parainfluenza 4 A
Parainfluenza 4 B

Rhinovirus

/ Bacterias

Mycoplasma pneumoniae
Chlamydophila pneumoniae
Legionella pneumophila
Bordetella pertussis/parapertussis
Streptococcus pneumoniae

k Haemophilus influenzae

Mycobacterium tuberculosis
Pneumocystis jiroveci
Chlamydophila trachomatis
Ureaplasma sp.
Mycoplasma hominis
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/Chlamydophila trachomatisx

Mycoplasma hominis
Ureaplasma sp.
Neisseria gonorrhoeae

Tr[ChomonaS Vag[nal[s Tabla 1. Sindromes de ITS comuncs, sus patologias y sus agentes ctiologicos
Virus HSV I y ” Sindrome dinico Patologias asodadas Principal agente ctiologico
o Descarga uretral Uretritis * Neissena gonorrhoeae:
Treponema pallldum Epidicimitis * Chiamydophila trachomatis
Virus Papiloma humano “:Ahropasns genaiin
* Uresplasma urealyticum
\ Streptococcus grupo b / B s
Descarga vaginal Cervicitis mucopurulenta * Neisseria gonorrhoeae
Vulvovaginitis * Chlamydophila trachomatis
Vaginosis bacteriana (VEB) * Candida albicans
* Trchomonas vaginalis
* Bacterias asociadas a la VB
* Otros
Color abdominal bajc  Enfermedad pélvica * Neissenia gonorrhoese
inflamatoria aguda « Chiamydophila trachomatis
« Otros
Lesiones ulcerativas Herpes * Virus herpes simplex tipo 1y 2
genitales {VHS-1, VHS-2)
Sfilis * Treponema pallidum.
Chancroide * Haemophilus ducrey
Linfogranuloma venéreo * Chlamydophila trachomatis
u2yl3
Lesiones vegetantes Condiloma acuminado * Virus papiloma humano (VPH)
genitales Condiloma plano sifilftico * Treponema pallidum
Molusco contagioso * Poxvirus
1 CLC Rev. chil. infectol. v.26 n.2 Santiago abr. 2009
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Virus
Adenovirus
Rotavirus
Norovirus
Enterovirus
Astrovirus

/

Deteccion de Bacterias causantes
de Diarrea Infecciosa

BACTERIAS
DETECTADAS

Salmonella spp.

[
Yersinia enterocolitica
\

Aeromonas spp.
Rerolisina positiva

Shigella spp:

S. dysenteriae, S. sonnei,
S. boydii, 8. flexneri

=,
1
Campylobacter jejuni
/

Yersinia spp.

(Y. pestis, Y. pseudotuberculosis
and Y. enterocolitica)

. i
Clostridium difficile B |

Campylobacter spp,

(C. lari, C. laridis, C. upsaliensis,
C. jejuni, C. coli)
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M E.coli

B Shigella

m Salmonella
B Campylobac
B Rotavirus

m Norovirus

= Astrovirus

M Adenovirus
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Fuente: Clinica Las Condes, afio 2012.



Deteccion HCV
Genotipo HCV
Carga viral HCV

Deteccion HBV
Carga viral HBV

Deteccion HIV
Genotipo HIV
Carga viral HIV

Carga viral CMV
Carga viral EBV
Carga viral
Parvovirus B 19
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Infecciones fungicas

Sensibilidad, tipo de deteccion y tiempo de resultado.
Pneumocystis jiroveci
Aspergillus spp.

Candida spp (C. albicans; C. glabrata y C. krusei)

TABLE 1. Resuls of the diagnostic mewa-analyses (hicrarchical summary receiver oporating characieristic curves)®

Comparison with TN at-risk paticnis
[no. of studies)

Mustration

Sensitivity

Epecificity

IR

Likelihood ratio

Posilive

Megative

TP | individuals (with candidiemia)

All® 4y

¥r, =200F (27)

Subgroup anabysis: whole blood:
rRMNA or pd30) gene tanger;
derection limi, =10 CFU/ml;
SepriFas excheded (23)

T 11 individwals {with proven/

probable 1),
All® 1Ty
Yr, =200 (E)y

TE 11 individuals (with proven/
probable/possble 10)

All (203
Yr, =200 (11)

Fig. 1A; Fig. 53 in the supplememal
material

Fig. 54A in the supplemental material

Fig. 55 in the supplememal marzrial

Fig. 1B

Fig. 534B in the supplemenial mawerial

Fig. 1C
Fig. 34C in the supplomenal marerial

(.05 (DBE-DOR)y

0,93 {09097

(.08 (0L85-1)

0,03 L82-0.98)
(.87 {LT0-0.95)

0.73 {L5E-NU83)
0.71 (052085

0.02 (0.BE-0.95)

10.94 {0.88-0.07)
(0.0 (0. E2-0.85)

0.05 (0.27-0.98)

0.56 (0.92-0.98)y

0.91 {0.E2-0.96)
10.05 (0.92-0.07)

1101 (E5-6173)

105.7 {70.0-540.4)

I 0 564-2TR5.4)

I51.0(57.4-1.10%)
1780 {51.1-626.8)

6.0 (10.5-68.2)
47.3 (1601315

123(70-103)

154 (B-20.4)
10.2 {5518

1227472

243 {113-52.4)

B1(4-165)
144 (B-15.1)

0005 00204y

.08 ¢0.03-021)
0L.03 (ILNd0.18)

0,07 {00302y

.14 (05033

0.3 {0948y
0.3 (0.1 7-0.55)

® Values in parentheses are 95% confidence intermls.
B Miodel G wsing Slaia’s gllamm (genemlized linear latent 2nd mixed models) aption.
© Siudy end year. If the year when the siundy ended was not reporied in the aricle, we used the publication year minus 2
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Avni T, Leibovici L, Paul M. J Clin Microbiol

. 2011;49:665-70.




Human respiratory syncytial virus A

Moraxella catarrhalis

Streptococcus pneumoniae . | Human respiratory syncytial virus B

Staphylococcus aureus | » Humm parainfluenza virus |
Haemophilus influenza Human parainfluenza virus 2
Legionella pneumophila | Human parainfluenza virus 3
Chlamydophila pneumoniae ] ,P \ | Human parainfluenza virus 4

Mycoplasma pneumoniae 1‘1 1- _ -'{I Hurmnv comnavims 229EINL63
Human bocavirus 112/; i P coronavirus OC43/HKU

Human adenwhnNBldDE | Human rhinovirus A/B i Human metapneumovirus

B Bacterial respiratory pathogen Homan enterovirs AIRIC

. Viral respiratory pathogen






Deteccion de genes de resistencia a antibioticos

[Events in the Age of Antibiotics

Antibiotic Transmissible
resistance | fluoroquinolone
plasmids resistance
I
THE LEAN YEARS
~ Ittt A ¢
Increasing fotic Resistance

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Se debe a la difusion de un unico clon o ! ! ! t
0 de mUltipleS Clones’ Si estos ”evan Primors dial Golden Pharmacologic Biochemical Target Genomic HTS

un integron con capacidad de :
incorporar nuevos genes determinantes
de resistencia, 0 si una especie —wa-

bacteriana puede intercambiar con otra — 8
especie  estos determinantes de
resistencia antimicrobiana.
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FIG. 5. Integron structure and gene capture mechanism. This figu dmt s the hasic elements of i ntegrons, as found in bacterial genomes.
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« Staphylococcus aureus resistente a meticilina (I\/IRSA).

« Enterococcus resistente a Vancomicina (VRE).

» Resistencia de Mycobacterium tuberculosis a Rifampicina e Isoniazida.
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PCR TIEMPO

REAL

Mx3005P™ System Mx3000P* System
Most Flexible Most Affordable
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Sample
Injection
Port Water
DNA/RNA Injection
Purification PCRI
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SISTEMAS

INTEGRADOS

Reaction Tube Pipette Tips 175yl
Extraction Tube Pipette Tips 1ml
PCR Tube Waste
Conical Tube * DNA Extraction
Solutions



MANEJO MASIVO
DE MUESTRAS
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CnekTp (curHan)

EL FUTURO...
LEJANO O CERCANO
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El conocimiento de la secuencia genética de los microorganismos con
el soporte de la bioinformatica y de Internet, asi como la introduccion
de los microchips o microarrays en grandes aparatos automaticos o en
pequefios artilugios portatiles podra dar a la biologia molecular una
utilidad para la microbiologia clinica dificilmente comparable a otra
metodologia.

El saber adaptar los procedimientos del futuro (aqui previstos o
no) sin perder el factor humano que los modula, traduce y
enriquece, sera el reto definitivo de nuestra especialidad de
Biologia Molecular aplicada a la microbiologia clinica.
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