Deteccion y caracterizacion molecular de
microorganismos

Centro pE ViciLANcIA SanitariA VETERINARIA
UNIVERSIDAD COMPLUTEMSE www.vigilanciasanitaria.es




Aplicaciones de las técnicas moleculares

Deteccion e identificacion (cuantitativa) del microorganismo
(especialmente util en aguellos de crecimiento “fastidioso” o
que se encuentren en pequefas cantidades en la muestra).

e Gran estabilidad del ADN

 Posibilidad de determinar la presencia/ ausencia de gran numero
de microorganismos (simultaneamente).

* Muy radido. Muy eficaz. Alta sensibilidad. Alta especificidad.
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PCR CUANTITATIVA

ATCGGCATTTCGCCATGCAATCAAAAGTCCATGAC
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catecan CA Cc.
TAGCCGTAAAGCGGTACGT TAGT T TTCAGGTACTG
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ATCGGCATTTCGCCATGCAATCAAAAGTCCATGAC
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ATCGGCATTTCGCCATGCAATCAAAAGTCCAITGAC
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AGCCGTAAAGCGGDM3!5

Q 9
w 'GCAATCAAAAGTCCAT

TAGCCGTAAAGCGGIACGT TAGITIT ITTCAGGTACTG
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ATCGGCATTTCGCCATGCAATCAAAAGTCCATGAC

AGCCGTAAAGCGGTACGTTAGTT TTCAGGTA

w Tww w
TCGGCATTT CGCCATGCAA

A Mauu i Maubi i ullia
TAGCCGTAAAGCGGTACGT T

Centro pE ViciLANcIA SanitariA VETERINARIA
UNIVERSIDAD COMPLUTEMSE www.vigilanciasanitaria.es



CURVAS PATRON Y REAL TIME C. COLI (FAM)

PCR Base Line Subtracted CF RFU
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Cyile

Correlation Coefficient: 0,999 Slope: -3.543 Interceph: 14,904 ¥ =-3.543 % + 14,904
PCR Efficiency: 91.5 %
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CARACTERIZACION MOLECULAR

Permite la identificacion del microorganismo.

Permite diferenciar cepas. Aplicacion en estudios de distribucion,
epidemiologia, etc.

Permite conocer las caracteristicas del microorganismo (virulencia,
resistencia a antibioticos, etc).

e Serotipificacion por PCR

e MLST (multi locus sequence typing)

e \/NTRs (variable number tandem repeats)
°* microarrays
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ANTIGENO O SALMONELLA MULTIPLEX PCR
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MLST: comparacion de secuencias de genes conservados (housekeeping)

GTCACTTTCAACATACAAT GAAAAT GAAGAAAT T GTAT T TAAGGGAGAAGTAACAGCACT TATTAATA A
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VNTRS (variable number tandem repeats)

TTCTGTTACGCGTAATGGTCATGGTCATGGTCATGGTCATGGTCGATCCATTGCATT
CEPA?2

TTCTGTTACGCGTAATGGTC_ATGGTCGATCCATTGCATT
-

Q Centro pe ViciLancia Sanmaria VETERINARIA _

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE www.vigilanciasanitaria.es



MICROARRAYS

ADN bacteria crecida en medio estresante

AATTGGCGGC

GEN VIR1  GEN VIR2 GEN VIR3 GEN VIR4 GEN VIR5 GEN VIRG6
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