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Estrategias basadas en PCR y otros métodos moleculares 

aplicados en la caracterización de la RAM



Diseño de primers con bases degeneradas

2014: 159 alelos 

2022: 252 alelos

El caso de CTX-M → PRIMERS UNIVERSALES

Y=C+T          R=A+G

>> concentración de 
primers

Pagani, et al, JCM 41(9):4264-4269, 2003

C A



blaCTX-M = 159 alelos

Diseño de primers

para grupos

El caso de CTX-M →

PRIMERS POR GRUPO

CTXM-1/15

CTXM-9

CTXM-8/25

CTXM-2



Discriminación entre alelos del gen mcr: mcr-1.1 vs mcr-1.5

Diseño de primers para
discriminación de alelos

mcr-1.5 mcr-1.1

mcr-1.5 mcr-1.5

mcr-1.5

290 pb



Discriminación entre OXA-48 y OXA-163

3´- ACGATACTAAGATTGGCTGGTG – 5´

Diseño de primers para
discriminación de alelos

Primer OXA163-R

blaOXA163

653 pb

1        2      3       4       5      6     C+    C- C- PM

blaOXA163 blaOXA-48



Rápida identificación de clones de relevancia clínica:

-ST73/ST95/ST69 sensibles a la mayoría de ATB
→ Tratamiento optimo

-ST131 resistente a múltiples drogas 
→ carbapenem para complicadas; 
→fosfomicina o nitrofurantoina para ITU

-Ninguno de estos ST 
→Tratamiento empírico según guías.

Detección de clones por PCR multiplex
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A PCR-RFLP vanSH

Corso A. et al. IJID. 11:69-75. 2007.

Otras aplicaciones PCR de punto final
Mapeo de plataformas



Gomez, Clin Microbiol Infect, 2011

Mapeo por PCR de variantes de Tn4401

Otras aplicaciones PCR de punto final
Mapeo de plataformas



PCR cuantitativa (qPCR) o 
PCR en Tiempo Real

Amplificación 

exponencial

Plateau

Área de 
detección 

qPCR

Área de detección 
en gel con 

BrEt/SyBr/GelRed
- Detección de genes en tiempo real

- Cuantificación de ácidos nucleicos

- > velocidad de resultados

- < contaminación

- > especificidad

PCR punto final VS.



PCR cuantitativa (qPCR) SYBR-Green - Económico
- Fácil de usar
- Sensibilidad

- Unión a doble 
cadena



PCR cuantitativa (qPCR)

SYBR-Green



PCR cuantitativa (qPCR) con sonda

CostoEspecífico
Sensibilidad
Multiplex

ADN 
molde

Polimerasa

Primers

dNTPs

TaqMan
Probe

Emisión de fluorescencia
(distintos fluoroforos →

multiplex)

Sistema Taqman

Primer F

Primer R

Sonda



PCR cuantitativa (qPCR) con sonda

Molecular Beacons



PCR cuantitativa (qPCR) Sonda (ej. Taqman)

CostoEspecífico
Sensibilidad
Multiplex

gen A

gen B

genC

genD



Secuenciación de ácidos nucleicos
Método de Sanger 

ADN 
molde

Polimerasa

primer

dNTP´s

dideoxi-
dNTP´s



Secuenciación de ácidos nucleicos Sanger

T
T
A
A
A
G

Asn

Tyr

Asp
WT



Tipificación molecular bacteriana

APLICACION CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA

• Confirmación de brotes

• Determinación de reinfección o recidiva en un paciente

• Diseminación intra- e inter-hospitalaria de clones

• Vigilancia epidemiológica de clones geográfica y temporalmente

• Caracterización de Enfermedades Transmitidas por Alimentos

• Caracterización de Enfermedades Zoonóticas

Estas técnicas buscan confirmar hipótesis epidemiológicas, no son técnicas de uso rutinario!



ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE)

Suspensión 
bacteriana  de DO 

determinada

Armado de los “plugs”

Lisis de los “plugs”

Lavados

Corte de una porción 
del “plug”

Restricción
enzimática

Armado del gel

Corrida 
electroforetica

Fotografía y 
análisis del gel 

A    A B



MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

Ruppitsch, W. J.Land Manag., Food and Environm. 67: 199–224, 2016.

- Genes que codifican proteínas con 

funciones metabólicas centrales 

(core) / housekeeping genes

- Conservados

- Transmitidos verticalmente

- Única copia

- Los genes seleccionados deberían 

estar distanciados físicamente 

para minimizar posibles linkage

genético de locis.



MULTILOCUS SEQUENCE TYPING
(MLST)

Maiden. Annu. Rev. Microbiol. 2006. 60:561–88
Brisse.JCM.50:2974-81.2012



Caracterización de E. coli de muestras fecales de 
cerdos de Argentina 

34 E. coli de 31 muestras fecales de lechones con diarrea y cerdos sanos de dos

granjas de San Luis y Entre Ríos.

Selección en agar Mac Conkey con 2 mg/mL colistina y/o 4 mg/mL de cefotaxima.

10 (29%)

24 (71%)

20 perfiles de resistencia

➢ 28 E. coli resistentes a
cefalosporinas de 3ra
generación

blaCTX-M = 24
blaCMY = 3
blaPER-2 = 1 

PCR

➢ 12 E. coli resistentes a
colistín mcr-1 = 12



Caracterización de E. coli de muestras fecales de cerdos de 
Argentina 

Alta diversidad genética → 29 perfiles de PFGE

CONCLUSIONES: Los aislamientos de E. coli recuperados de lechones con diarrea y cerdos sanos portaban BLEE y/o 
genes mcr-1. La resistencia a cefalosporinas de 3ra generación estuvo asociada con la presencia de la BLEE tipo CTX-M, 
y en particular la variante CTX-M-8/25. 
Se detectaron en cerdos clones de E. coli generalmente asociados a infecciones en humanos.

PCR clones ST131, ST73, ST69 y ST95 de E. coli:
ST131 = 1 aislamiento
ST95 = 2 aislamientos



Caracterización de E. coli productora de BLEE 
de pacientes sanos y cerdos

409 hisopados personas (223) y cerdos (186) sanos.

Selección en agar Mac Conkey con 4 mg/mL de ceftriaxona.

212 E. coli productores de BLEE: humanos (111) y cerdos (101).

203 

95,8%



Caracterización de E. coli productora de BLEE 
de pacientes sanos y cerdos

CC10 (ST10)

CC131 (ST131)



Caracterización de E. coli productora de BLEE 
de pacientes sanos y cerdos

CC10 (ST10)

CC131 (ST131)

CONCLUSIONES: Los aislamientos de E. coli que portaban BLEE y provenían de personas sanas y cerdos compartían 
idénticos STs, lo que sugiere un posible nexo epidemiológico o transmisión entre estos huéspedes. 
Esto también indica que tanto las personas sanas como los cerdos de granja son reservorios de genes de resistencia.



EJEMPLO DE SITUACIONES POSIBLES….
Observación Pregunta Acción

Resistencia a cefalosporinas 

de tercera generación

Es una beta-lactamasa de 

espectro extendido (BLEE) o 

un AmpC?

- Diferenciar BLEE de AmpC

del antibiograma inicial

Actividad BLEE y/o AmpC

positiva

Que gen esta presente? - PCR para el gen blaCTX-M y/o blaCMY

- Actividad BLEE positiva

- PCR negativa para blaCTX-M 

y/o blaCMY

Que BLEE es? - Derivar al LNR 

PCR genes adicionales / clonado y 

secuenciación Sanger / WGS

SITUACIÓN: INVESTIGACIÓN EPIDEMIOLÓGICA MOLECULAR

PCR positiva para blaCTX-M y/o 

blaCMY

- Opcional: PCR de grupo o PCR y 

secuenciación Sanger

SITUACIÓN: VIGILANCIA 

Que variante alélica está 

presente?



Observación Pregunta Acción

Resistencia a carbapenemes Es una carbapenemasa? - Ensayos fenotípicos confirmatorios 

de actividad carbapenemasa

Actividad carbapenemasa

positiva Que gen esta presente?

Derivar al LNR: 

- PCR para carbapenemasas más 

comunes

SITUACIÓN: VIGILANCIA Y DETECCIÓN DE LA PRIMERA CARBAPENEMASA 

De que variante se trata?

Es un clon relevante?

El aislamiento es resistente a 

carbapenemes?

- Evaluar sensibilidad a los 

carbapenemes
Resistencia a cefalosporinas 

de tercera generación

- Secuenciación Sanger

- Tipificación molecular: PFGE / MLST 

/ WGS

EJEMPLO DE SITUACIONES POSIBLES….



MUCHAS GRACIAS!!!


