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MICROORGANISMOS
<

e Bacterias
— Vibrio cholerae

e Protozoos:
- Plasmodium

e Helmintos
- Filarias
e Hongos:
- Histoplasma

e Virus
— Ebola




HERRAMIENTAS
<

Tincion

Cultivo

Deteccion de antigenos
Deteccion de anticuerpos
Deteccion del genoma
Otros:

-~ Secuenciacion

- MALDITOF

— Cultivos celulares

— Microscopia electrénica
- Secuenciacion masiva




TINCIONES




CULTIVOS

Vibrio on TCBS
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FUNDAMENTOS BASICOS DE
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Meétodos serologicos

- Serologia

e Se basa en al deteccion de anticuerpos del paciente
mediante ensayos in vitro
e Métodos:
— Aglutinacion
— IFIl: Inmunofluorescencia indirecta

— EIA: Enzimoinmunoensayo
— Western Blot

— Tipos de inmunoglobulinas

e Ig G: Se mantiene positiva toda la vida del paciente
(puede cuantificarse)

e IgM. SOlo se mantiene positiva en la fase aguda de la
enfermedad (semanas 0 meses)



Metodos diagnosticos
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Seroconversion
oo
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Infeccion aguda
c__

e PRESENCIA DE IgM
e DEMOSTRACION DE SEROCONVERSION



Infeccion antigua
c__

e PRESENCIA DE IgG



Metodos diagnosticos: ELISA

Enzyme Linked Immunosorbent Assay {(ELISA)
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Metodos diagnosticos: Western
Blot

Téenaca de meusogletting Contiste en la separacein lecmaloréticn de proteinac
mirales, y postercor revelade con aeti-TpG mareada con peroxsdana




Meétodos diagnosticos:
Aglutinacion

REACCION DE AGLUTINACION
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Metodos diagnosticos: IFI

Inmunofhw rescencia Anticuerpo unido a
direcia fluoresceina dingido
contra

inmunoglobulinas
humanas

Anticuerpo
Antigeno +— ({inmunoglobulina)
tisular ™, unido in situ
normal ] [ [

Biopsia del paciente en estudio




Metodos diagnosticos: IFD

Innvumn fh rescenc ia Anmticuerpo unido a
direcia fluoresceina dirigido
contra

inmunoglobulinas
humanas

Anticuerpo
Antigeno +— ({inmunoglobulina)
tisular ™, unido in situ
normal ] [ [l

Biopsia del paciente en estudio




Metodos diagnosticos:
Inmunocromatografia
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FUNDAMENTOS BASICOS DE
VICROBIOLOGIA VIO AR




» Las técnicas llamadas de microbiologia molecular
tratan de estudiar el genoma mediante varias
metodologias:

PCR convencional

PCR a tiempo real (real time PCR)
Secuenciacion

Analisis de fragmentos genomicos




FONBDAMENTOS TEORICOS

La secuencia de bases (adenina, guanina, citosina y timina)
codifican la informacion genética

Cuando el gen se expresa, se sintetiza RNA y a partir de él se
sintetizan las proteinas

Todos los organismos secuenciados estan recogidos en una base
de datos de acceso publico llamada GenBank (pubmed)

El programa que esta instalado en esa base de datos tiene instalada
diversas aplicaciones que son muy interesantes en este tipo de
estudios.

Otros programas interesantes son:
Chromas: analiza secuencias
Primer express: Disefa sistemas de PCR a tiempo real
Primer 3: Disefa sistemas de PCR convencional



EXTFRACCION DE DNA

OBJETIVO

Romper la bacteria y separar el DNA del resto de sus
componentes

En funcion de la cantidad de DNA que dispongamos se utilizan
diferentes metodos

METODOS
Mucha cantidad de DNA (cultivo bacteriano):
o Chelex
Poca cantidad de DNA (muestra clinica):
o Columnas (Quiagen)
o TNAI (Roche)
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R convencional

REACTIVOS
= Buffer

= Cloruro de magnesio: Entre 1,5y 3 mM
«dNTP: A, G,C, T

= Cebadores o primers

= Taq polimerasa

=~ Agua

=~ DNA diana




PCR convencional

PARAMETROS DEL TERMOCICLADOR

Apertura de las hebras de DNA: 94°C

Hibridacion de los cebadores: Temperatura variable

Elongacion de las cadenas: 72°C
Numero de ciclos: Entre 30 y 40

PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :

m«{\ﬂ‘ ‘ﬂbﬂ. ‘lﬂb‘“’!“, m% Step 1 : denaturation

1 minut 94 °C

mrmrﬂmﬂﬂmﬂ‘ﬂwmmmnmmwm
T e e

S LR LR AN | \ \ [ TW Step 2 : annealing

LU\LMULLU'L &yy % 45 seconds 54 °C
MM&NM forward and reverse
W primers !1!

S‘WWWW
CT S = Sy SEP3exen

~ | |~ - !
I \|\\//|| L‘\T 2 minutes 72 °C
T SRR *>‘ ot
3 LU - ‘ | (UL 5 oy
(Andy Vierstracte 1999)




PCR convencional

DETECCION DE LA AMPLIFICACION
Preparacion del gel de agarosa
Electroforesis a 100 V
Visualizacion con bromuro de etidio jjjjojo, es cancerigeno!!!!
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PCR a tiempo real

—_

REACTIVOS

« Master mix _‘i-:“fi'i.’;’n"} e lj! Thghian o %

« Cebadores o primers  primer pﬂ_mﬁ"
« Sonda > pr—
=~ Agua &)

=~ DNA diana

“', T > B

= ‘ : ‘ - ?UC1e$tidqu

’ o « rom laqgvian
@

3[

complementary strand

T T |

template NA e 5'



PCR a tiempo real

Amplification Curves
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R a tiempo real

DETECCION DE LA AMPLIFICACION

157
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Secuenciacion Sanger
—

Secuenciacion
e Permite estudiar la sensibilidad a diferentes antiviricos

Secuenciacion automatica |

ddTTP ddATP ddCTP ddGTP

LILL

Desnaturalizacion para separar
Las hebras de ADN

Grarias al empleo de 4
fluerocromos difere nies, se puede
combinar el resultado de las 4
reacciones y aplicar la mezclaa
un mismo pocille del gel de
eleciroforesis. THNNMALT GLCART AG
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SECUENCIACION
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Cultivo celular
<o

— Cultivos celulares
e Células animales mantenidas indefinidamente in vitro

e Hay muchas lineas, especificas de cada virus:
— Fibroblastos
~ HELA
- Vero
- Hep-2
e Solo crecen algunos virus
e Método complejo
e Permite estudiar la sensibilidad a farmacos antiviricos

e En desuso






FUNDAMENTOS BASICOS DE LA




MICROSCOPIA ELECTRONICA
<

- Utilidad de la Microscopia electronica
e Permite la identificacion morfoldgica de algunos virus

e Completo y requiere tecnologia costosa y personal muy
experto

e En desuso

Electron micrograph nfherpes
simplex. Source: Centers for
Disease Caontrol & Prevention



MICROSCOPIA ELECTRONICA




FUNDAMENTOS BASICOS DE LA
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ALDI-TOF

textbook com

RL33meth

Intens. [a.u.]
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Fundamento teorico

* MALDI-TOF

* (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization- Time-Of-Flight)
*Desorcion/ionizacion de ldser asistida por matriz con tiempo de

vuelo)

Espectrometria de masas para medir la huella dactilar exclusiva

de un organismo (proteinas).

‘Los patrones caracteristicos de las proteinas ribosomales (entre
2000 y 20000 D) se comparan con un patron (base de datos)

COMPONENTES
*Fuente de ionizacion
*Analizador de masas
sDetector

lon Optics

/ \




Fundamento teorico
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Fundamento teorico

» MATRIZ (acido orgdnico): amortigua la energia
» Se produce desorcion: paso de sdlido a gas
» Poco calentamiento ——» Proteinas intactas

.

e« Directamente de la colonia con acetonitrilo
« Procesamiento previo con etanol/dcido férmico




Fundamento teorico

.
+ MATRIZ

*La matriz funciona como un fransmisor transfiriendo la energia
necesaria para la ionizacion del laser a las moléculas de la muestra

‘La mezcla muestra-matriz debe cristalizar de forma homogénea
para garantizar una resolucion éptima del espectro

Resolucion




Fundamento teorico

» IONIZACION




ndamento teorico

UELO DE LOS IONES



Fundamento teorico
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(‘WJ) va20591-1 Escherichia col Escherichia col

07El o o
va20591-1 Escherichia col Escherichia col

Q8 E2 va20591-2 TS b s Klebsiella prevmoriae

(++)

08D3 va20591-2 Klebsiclla peumoniac Klebsiella pneumoniac

()

09.D3 va20616 Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca

(++)

0955 va20616 Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca

()

1057 ] . ) .
va20649 Cirobacter freundii Citrobacter freundii

10D7 ] .. ] -
va20649 Citrobacter freundii Citzobacter freundii

11Dg va20662 Staphylococcus murens Staphylococeus aureus

(++)
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14H3 o o
va20572-2 Proteus mirabilis Proteus mirabilis

Streptococcus constellatus

Streptococcus anginosus

Streptococcus constellatus

Streptococcus anginosus



Fundamento teorico

Range

2.300 ... 3.000

2.000 ... 2.299

1.700 ... 1.999

0.000 ... 1.699

Description Syvmbols

probable genus identification (+)

Color
(+++) green
(+t+) green
vellow

(-) | rd




FUNDAMENTOS BASICOS DE LA




¢Queé es la secuenciacion masiva?

» Es un sistema de secuenciacion que permite:
Secuenciar 500 millones de bases en menos de 12 horas

La secuenciacion tradicional (fipo Sanger) tiene un rendimiento de 500-
1000 bases en el mismo tiempo

Secuenciacion automatica

ddTTP ddATP ddCTP ddGTP

Gracias al empleo de 4
fluorocromes diferenies, se puede
combinar el resuliado de Lx 4
reacciones i zelaa
un mismo pocillo del gel de
: eleciroforesis.
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Fundamento

Roche 454 FLX System
6S Junior System




Etapas de la pirosecuenciacion

+ emPCR (PCR en emulsion): ‘} & a a

Los amplificados se unen a bolas con SECUENCIAS | urtuomss ook maPCivigs o+ ard s OV
complementarias del adaptador A. Una dnica W i miewredrs - posie eace
molécula se une a cada bola sstDNA library Clonally-amplified sstDNA attached to bead

+ Secuenciacion

La placa consta de mds de un millén de pocillos de
forma que sélo cabe una bola por pocillo

Los cientos de miles de bolas con millones de
copias de ADN se secuencian en paralelo

* Analisis bioinformatico:
Repeated dNTP flow sequence:

Se separan las secuencias por muestra en base a . 060
los cddigos de barras genéticos utilizados en sus Sefinee niamber of niciecite

. . flow cycles are completed. . =
primers correspondientes i ' :
Se realizard una comparacion con la base de datos TR SURENNAN

. e _ & BOEOEOEOEODmt

del "Ribosomal database project" (RDP: B i
http://rdp.cme.msu.edu/) y genBank 3




tenciadores masivos



Comparacion de secuenciadores masivos

Roche 454 Ion Torrent Illumina
Tecnol?guf:’ Pirosecuenciacion Semiconductores L (Seq: By
Secuenciacion Synthesis)

Enriquecimiento

Emulsion PCR Emulsion PCR Amplificacion puente
muestra

Mb por run 100 100 600.000
Tiempo por run 7 h 1.5h 9 dias
Tamatiio lectura 400-500 bp 200 bp 2x100 bp

Cost por run $ 8,438 USD $ 350 USD $ 20,000 USD

Cost por Mb $ 84.39 USD $ 5.00 USD $ 0.03 USD

Cost por instrumento, $ 500,000 USD $ 50,000 USD $ 600,000 USD




Aplicaciones

A‘&e -

Identificacion bacteriana
y fingica de mlcr'obloma
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Secuenciacion completa del genoma

» Permite conocer todos los genes asociados a:

. Ea’rogenici !a!

e Virulencia

« Epidemiologia molecular aplicada a la deteccidon de brotes
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Aplicaciones practicas




Futuro

¢ Supone un cambio sustancial en la
Microbiologia clinica
¢ Permite:
Identificar poblaciones microbianas, viricas
o flngicas
Detectar genes de resistencia, virulencia y

patogenicidad de microorganismos o de
ecosistemas microbianos complejos

Estudios de epidemiologia molecular o de
sensibilidad antibidtica por secuenciacidn
completa del genoma de un microorganismo

Genoma

- ;}m - % - i

Genes RNAmM Proteinas Metabélitos




