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En los ultimos anos se han desarrollo nuevas técnicas
moleculares de tipificacion basadas en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que han supuesto un
importante avance en el estudio de las enfermedades
infecciosas. La PCR que utiliza cebadores arbitrarios
(AP-PCR) y la PCR que utiliza cebadores que hibridan con
secuencias de ADN repetidas (rep-PCR) son las técnicas de
PCR mas utilizadas para tipificar bacterias y hongos. Estas
técnicas son sencillas de realizar, rapidas y poseen un
elevado poder de discriminacion. La AP-PCR es
relativamente poco reproducible, por lo que tiene que ser
validada o estandarizada en cada laboratorio. La digestion
con enzimas de restriccion de genes amplificados mediante
PCR constituye la base de la PCR-RFLP. Esta técnica es
sencilla y muy reproducible, pero suele ser menos
discriminativa que la AP-PCR o la rep-PCR. El estudio del
polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP) se basa en la amplificacion mediante PCR de
fragmentos de ADN obtenidos por restriccion enzimatica
del ADN cromosomico. Esta técnica de tipificacion posee
mayor poder de discriminacion y reproducibilidad que las
anteriores, pero es mas laboriosa, mas costosa y requiere
personal especializado. La mayoria de las técnicas de
tipificacion basadas en la PCR son menos laboriosas, mas
rapidas y mas faciles de realizar e interpretar que la
electroforesis en campo pulsante (PFGE; técnica de
referencia para la mayoria de bacterias y hongos), pero
suelen ser, por lo general, menos reproducibles y
discriminativas que esta ultima, dependiendo de la especie
estudiada y de la técnica de PCR empleada. En resumen,
existen diversas técnicas moleculares basadas en la PCR
que son muy utiles como método inicial de tipificacion para
estudiar la relacion clonal entre aislados de una misma
especie. La eleccion de la técnica depende de factores de
tipo técnico (rapidez, poca laboriosidad, facil de interpretar
y con un elevado poder de discriminacion y
reproducibilidad) y econémico (bajo coste).
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PCR techniques for Molecular Epidemiology of Infectious
Diseases

The development of new PCR-based typing methods in the
last years have supposed an important advance in the
study of infectious diseases. Arbitrarily primed PCR
(AP-PCR) and repetitive element sequence-based PCR
(rep-PCR) are the most widely used PCR-based
fingerprinting methods for bacteria and fungi. Major
advantages of these methods are flexibility, technical
simplicity and high discriminatory power. The AP-PCR
presents problems of low inter-run and inter-laboratory
reproducibility which make necessary the optimization of
the protocol and reagents. PCR-RFLP is based in the
enzymatic digestion of polymorphic genes amplified by
PCR. This method is easy to perform and discriminatory,
although less than AP-PCR or rep-PCR. Amplified fragment
length polymorphism (AFLP) is a highly reproducible and
discriminatory typing method based on the amplification
by PCR of restriction fragments obtained from
chromosomic DNA. This method is more discriminative
and reproducible than AP-PCR, rep-PCR and PCR-RFLP, but
it is more time-consuming and expensive, and requires
specialised personnel. Most of these PCR-based typing
methods are less time-consuming, rapid and easy to
perform and of interpretation than pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE; gold standard method for typing
most bacterium and fungi), but they usually are less
discriminative and reproducible than PFGE, depending on
the species studied and the method of PCR used. In
summary, there are several PCR-based methods which are
useful as a primary approach to the study of the clonal
relationship among microbial isolates. The selection of the
method to be used depend on technical (rapid, low
time-consuming, easy to perform and to interpretate,
reproducible and discriminatory) and economical (low
cost) factors.

Key words: Polymerase chain reaction. Molecular
epidemiology. Infectious diseases.

Introduccion

El estudio epidemiolégico molecular de las enfermeda-
des infecciosas tiene por objeto determinar la relacion clo-
nal que existe entre varios aislados de una misma espe-

Enferm Infecc Microbiol Clin 2004;22(6):355-60 355



Fernédndez-Cuenca F. Aplicaciones de las técnicas de PCR a la epidemiologia molecular de las enfermedades infecciosas

TABLA 1. Caracteristicas mas relevantes de algunos métodos de tipificacion basados en la amplificacion de acidos nucleicos mediante

PCR en comparacion con la electroforesis en campo pulsante (PFGE)

Método Fa’cili‘dad Interpretacion Dl’lra.ci()n d,e la Reproducibilid?d Rel?roducibilidad Coste
técnica de resultados técnica (dias) entre laboratorios intraensayo por prueba
PFGE Moderada Facil 3 Buena Buena Moderado
PCR-RFLP Facil Facil 1 Buena Buena Bajo
rep-PCR Fécil Fécil 1 Buena Moderada Bajo
AP-PCR Fécil Fécil 1 Moderada Baja Bajo
AFLP Moderada Moderada 2 Buena Buena Moderado
MLST Dificil Moderada 2 Buena Buena Elevado

Adaptada de Olive y Bean?.

cie. Esta informacién es muy 1til, sobre todo cuando se
producen brotes epidémicos causados por cepas multirre-
sistentes, porque permite determinar el nimero de clones
circulantes, identificar la fuente de contaminacién o reser-
vorio y los vehiculos de transmisién, evaluar la eficacia de
las medidas de control dirigidas a evitar la diseminaciéon
de clones y diferenciar entre infeccién y recidival.

Los métodos de tipificacion se clasifican en dos grandes
grupos: fenotipicos (basados en caracteristicas fisiolégicas
o bioquimicas) y genotipicos (basados en el estudio del
ADN). Los métodos fenotipicos de tipificacién son menos
reproducibles y poseen menor poder de discriminacién que
los métodos genotipicos. Ello se debe a que la expresion
de un caracter fenotipico es el resultado de la interaccién
del genotipo con el ambiente y, por tanto, es susceptible de
modificarse cuando las condiciones ambientales varian.

El extraordinario avance de la biologia molecular en los
ultimos anos ha permitido desarrollar nuevos métodos
genotipicos de tipificacién. La electroforesis en gel de
campo pulsante (PFGE) es la técnica estdndar de refe-
rencia para tipificar la mayoria de bacterias, hongos y pa-
rasitos con importancia clinica, debido a que posee un
elevado poder de discriminacién y una excelente reprodu-
cibilidad®. Esta técnica de tipificacion tiene el inconve-
niente de que es muy laboriosa y duradera (la mayoria
de los protocolos de trabajos requieren mas de 4 dias para
poder obtener y analizar los pulsotipos), por lo que su uso
diario en el laboratorio es poco practico. Esto hace que
sea necesaria la bisqueda de otros métodos de tipifica-
cién alternativos a la PFGE que sean mas flexibles y ra-
pidos, y menos laboriosos.

Técnicas de tipificacion basadas
en la amplificacion de acidos nucleicos

Las técnicas de tipificacién basadas en la amplificacién de
acidos nucleicos mediante reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) se fundamentan en el mismo principio general
comun a todas ellas: la amplificaciéon de genes o secuencias
de ADN polimérficas y la separacion electroforética de los
productos de amplificacién?2. Las técnicas de PCR se pue-
den utilizar conjuntamente con otros métodos moleculares,
como la restriccién enzimadtica, la hibridacién con sondas
especificas o la secuenciacién de 4cidos nucleicos.

Por lo general, las técnicas de tipificacién basadas en la
amplificacién de acidos nucleicos mediante PCR poseen un
elevado poder de discriminacién, son menos laboriosas,
mas rapidas y més flexibles que la PFGE, y permiten tra-
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bajar con un mayor nimero de muestras?3 (tabla 1)
(fig. 1). Las técnicas de PCR son ttiles para diferenciar
grupos de cepas no relacionadas clonalmente, pero son
menos discriminativas que la PFGE para diferenciar sub-
tipos entre cepas relacionadas clonalmente. Estas técnicas
pueden presentar problemas metodolégicos relacionados
con la inhibicién de la PCR y la contaminacién de las
muestras durante el proceso de preamplificacién. Algu-
nas de estas técnicas tienen que ser validadas en el labo-
ratorio (estandarizacién de protocolos, equipos y reactivos)
debido a que presentan una baja reproducibilidad, mien-
tras que otras técnicas pueden requerir un software ade-
cuado para analizar patrones de bandas de ADN que son
complejos y dificiles de interpretar visualmente. Otros
problemas son los criterios utilizados para interpretar los
patrones de bandas y la dificultad para comparar los pa-
trones de ADN entre varios geles, aunque esto dltimo pue-
de resolverse con la utilizacion de programas informati-
cos que analizan automaticamente los patrones y los junta
en agrupaciones (clusters).

En la amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD) o
PCR con iniciadores arbitrarios (AP-PCR) se utilizan uno o
varios cebadores con secuencias de nucleétidos aleatorias y
de corta longitud (8-12 nucleétidos) que hibridan con regio-
nes inespecificas del genoma en condiciones de baja estrin-
gencia (temperatura de anillamiento a 36-45 °C y > 2 mM
MgCly)*. Las ventajas mas interesantes de la AP-PCR son
su rapidez, flexibilidad, facil interpretacion y relativamen-
te bajo coste. Existen diversos estudios que indican que la
AP-PCR posee una baja reproducibilidad (sobre todo cuan-
do se comparan patrones de bandas entre laboratorios di-
ferentes), por lo que es recomendable que esta técnica se
valide y se optimice en cada laboratorio®!l. La baja repro-
ducibilidad de la AP-PCR se debe a que es muy sensible a
pequenas variaciones metodolégicas, como el procedimien-
to de extraccion de ADN, el tipo de termociclador, la con-
centraciéon de molde de ADN, la temperatura de anilla-
miento, la concentracién de iones magnesio, etc.

En general, la AP-PCR suele tener un poder de discri-
minacion inferior al de la PFGE, aunque puede incremen-
tarse con la utilizacién de varios cebadores y mediante la
optimizacién de la PCR. La AP-PCR se ha utilizado en di-
versos estudios para tipificar bacterias (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, enterobacterias, Pseudo-
monas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Legionella
pneumophila, etc.) y hongos (Aspergillus fumigatus y Can-
dida albicans)>'.

La rep-PCR es otra técnica de tipificacién en la que se
utilizan cebadores que hibridan con secuencias de ADN
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Figura 1. Representacién esquematizada de los pasos mas importantes de varias técnicas de tipificacién mediante PCR. (Adaptada de Olive y Bean?,)

repetidas o repetitivas (secuencias rep) que se encuentran
distribuidas en el cromosoma de muchas enterobacterias y
algunas bacterias grampositivas y hongos'3. Con esta téc-
nica se amplifican las regiones que separan las secuen-
cias rep, por lo que el polimorfismo resulta de la variabili-
dad en la repeticion de dichas secuencias y de la distancia
entre copias contiguas causadas por inserciones o delecio-
nes de ADN.

Las secuencias repetitivas palindrémicas extragénicas
(secuencias REP) y las secuencias concenso repetitivas in-
tragénicas de enterobacterias (secuencias ERIC) son al-
gunas de las secuencias rep que mads se han utilizado en
estudios epidemioldgicos de brotes infecciosos® 1416,

La técnica de REP-PCR se caracteriza por su simplici-
dad (no requiere el uso de enzimas de restriccion, ni técni-
cas electroforéticas especiales), rapidez (menos de 24 h) y
su relativo bajo coste, una vez que se dispone de un ter-
mociclador. Los patrones de bandas suelen ser sencillos,
como en A. baumannii, aunque en otros microorganismos,
como Escherichia coli, 1a interpretacion de los patrones es
algo mas dificultosa (fig. 2) debido a la proximidad que
existe entre algunas bandas y al mayor nimero de ban-
das. Esta técnica posee un poder de discriminacién y re-
producibilidad inferiores a los de la PFGE, aunque para
algunas bacterias, como A. baumannii, se ha visto que la
REP-PCR presenta un poder de discriminacién similar al
de la PFGE y superior al de 1a AP-PCRS. Estudios realiza-
dos por Tenover et al'’, y Van Belkum?® indican que la
rep-PCR es tan discriminatoria como la AP-PCR y el
PFGE para tipificar S. aureus. El poder de discriminacién
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de la rep-PCR puede incrementarse con la utilizacién de
cebadores fluorescentes!®, aunque esto encarece bastante
la técnica debido a que se necesita un secuenciador auto-
matizado de ADN para analizar los patrones de bandas
de ADN.

La amplificacién de secuencias ERIC mediante PCR
(ERIC-PCR) es otra técnica de tipificacién utilizada para
estudiar la relacién clonal en diversas bacterias gramne-
gativas, como A. baumannii'®. Los patrones de ADN que
se obtienen con la ERIC-PCR suelen ser menos complejos
que los generados mediante REP-PCR.

La PCR-ribotipia se basa en la amplificacién de las re-
giones espaciadoras que separan los genes ribosomales
16S y 23S%3. Esta técnica es reproducible aunque posee un
poder de discriminacién bajo, que puede incrementarse
con la utilizacion de enzimas de restriccion. En el estudio
realizado por Vila et al® se ha observado que el anilisis de
los patrones de restriccion de los amplificados de los ge-
nes ribosomales (ARDRA) y/o las regiones espaciadoras
que separan los genes ribosomales 16S y 23S es una téc-
nica con un poder de discriminacién bastante inferior a de
la AP-PCR, la ERIC-PCR y el PFGE.

La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestién con en-
zimas de restricciéon de productos de amplificacion de ge-
nes o secuencias de ADN polimérficas?3. Con esta técnica
se estudia una regién muy limitada del genoma (p. €j., gen
coa que codifica para la coagulasa o el gen spa que codifi-
ca para la proteina A de S. aureus resistente a meticili-
na)'®, por lo que su poder de discriminacién y reproducibi-
lidad suelen ser algo inferiores al de los métodos de
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Figura 2. Patrones de REP-PCR obtenidos con cepas clinicas de A) Acinetobacter baumannii (imagen cedida por German Bou), y B) Escherichia coli (datos
personales).

tipificacion citados anteriormente. En general, el poder
de discriminacién de esta técnica depende de una serie de
factores como la especie del microorganismo, el gen anali-
zado y el tipo de enzima de restriccion. El poder de discri-
minacién de la técnica de PCR-RFLP es inferior al de la
PFGE aunque puede incrementarse utilizando varias en-
zimas de restriccién. La principal ventaja de la PCR-RFLP
radica en la rapidez y simplicidad de la técnica, que per-
mite la obtencién de resultados en una sola jornada, y la
reproducibilidad de los patrones de restriccién.

El estudio del polimorfismo de la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) se fundamenta en la amplificacién
mediante PCR de fragmentos de restriccion (generados a
partir de ADN cromos6mico) a los que previamente se les
ha unido unos adaptadores que hibridan con cebadores es-
pecificos?0-23, Existen variaciones metodolégicas del AFLP,
dependiendo del niimero de cebadores (normalmente se
utilizan 1 o 2), del tipo de marcaje de los cebadores (ra-
diactivo o fluorescente) y del ntimero de enzimas de res-
triccién utilizadas (1 o 2). Los protocolos de AFLP mas
utilizados suelen emplear 2 enzimas de restriccién y ceba-
dores fluorescentes. Las ventajas mas interesantes de este
método son su elevada sensibilidad y su excelente poder
de discriminacion. La técnica de AFLP suele ser menos
discriminativa que el PFGE, aunque para algunos micro-
organismos, como Enterococcus faecium, se ha observado
que el poder de discriminacién de ambos métodos son muy
similares?®. En cepas de Salmonella enterica serovar ente-
ritidis, se ha observado que el AFLP es mucho mas discri-
minativo que la PFGE?,

Entre los principales inconvenientes de esta técnica hay
que destacar su laboriosidad, el elevado coste del equipo (se
requiere un secuenciador automatizado de ADN), la ob-
tenciéon de patrones de bandas complejos (entre 30 y
50 fragmentos de distinto tamano) y el anélisis de los mis-
mos con un software adecuado. Todo esto hace que el AFLP
se utilice fundamentalmente en centros de referencia.

En los dltimos anos se ha desarrollado una técnica de ti-
pificacion (MLST) basada en la amplificacién y secuencia-
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cién de genes denominados housekeeping, genes ribosoma-
les y/o genes relacionados con factores de virulencia?®.
Esta técnica es laboriosa y requiere un equipo costoso y
personal con experiencia, por lo que hoy dia se utiliza en
centros especializados o laboratorios de referencia.

En resumen, hoy dia disponemos de algunas técnicas
de tipificacion basadas en la PCR que pueden utilizarse
como método preliminar para el estudio de la relacién clo-
nal entre microorganismos de una misma especie. La elec-
ci6n de la técnica mas adecuada depende de muchos fac-
tores, de los que los mas importantes son los de tipo
técnico (técnica rdpida, poco laboriosa, facil de interpretar
y con un elevado poder de discriminacién y reproducibili-
dad) y econémico (bajo coste).
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Revista, al cabo del cual se iniciard la evaluacién, durante 1 mes, que se realizara a través de la web
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ANEXO 1. Aplicaciones de las técnicas de PCR a la epidemiologia molecular de las enfermedades infecciosas

1.

»

10.

Las técnicas de PCR son muy utiles para:

a) Diferenciar entre infeccién y recidiva.

b) Determinar c6mo se produce la diseminacién de cepas multirresistentes durante un brote epidémico.
¢) Estudiar la resistencia a los antimicrobianos.

d) Identificacion de reservorios y portadores de clones multirresistentes.

e) Todas las anteriores.

De los siguientes procesos, /cudl se utiliza en la técnica de rep-PCR?
a) Digestion de ADN con enzimas de restriccién.

b) Amplificacién de secuencias de ADN mediante PCR.

¢) Hibridacién de acidos nucleicos con sondas radiactivas.

d) Secuenciacién de fragmentos de ADN.

e) Electroforesis en campo pulsante.

La reproducibilidad de la técnica de AP-PCR se afecta por:
a) Concentraciéon de ADN molde.

b) Temperatura de anillamiento de los cebadores.

¢) Tipo de termociclador.

d) Tipo y nimero de cebadores.

e) Todas las anteriores.

De los siguientes métodos de tipificacion, (cual no esta basado en la PCR?
a) PCR-RFLP.

b) AFLP.

¢) MLST.

d) PFGE.

e) Espoligotipado.

.Cual de las siguientes caracteristicas es deseable que tenga un sistema de tipificacion basado en la amplificacion

de acidos nucleicos mediante PCR?

a) Tipabilidad.

b) Elevado poder de discriminacién y reproducibilidad.
¢) Poca laboriosidad.

d) Facil interpretacion de resultados.

e) Todas las anteriores.

La limitacion mas importante de la AP-PCR se relacionan con:
a) Baja reproducibilidad.

b) Laboriosidad.

¢) Poder de discriminacién.

d) Analisis de patrones o perfiles de bandas de ADN.

e) Coste econémico.

Indicar la respuesta verdadera respecto a la técnica de AFLP:
a) Baja reproducibilidad.

b) Utiliza adaptadores que se unen a los fragmentos de restriccion.

¢) Menor poder de discriminacién que la AP-PCR.

d) Maés barata que la rep-PCR y la PCR-RFLP.

e) Elevada complejidad.

La ventajas mas interesante de las técnicas de tipificaciéon mediante PCR se relacionan con:
a) Baja sensibilidad.

b) No presentan problemas de inhibicién de la PCR.

¢) Reproducibilidad superior a la del PFGE.

d) Facilidad en la interpretacion de los resultados.

e) No necesitan estandarizacion.

Una limitacion importante de las técnicas de tipificacion basadas en la técnica de PCR es:
a) Se necesitan més de 5 dias para obtener resultados.

b) Poseen menor poder de discriminacion que el PFGE para diferenciar entre cepas relacionadas clonalmente.

¢) Permiten trabajar con un nimero reducido de muestras.
d) Su complejidad técnica.
e) Pueden tener problemas de reproducibilidad.

Senalar la respuesta verdadera. La tipificacion de microorganismos mediante PCR-RFLP:
a) Es compleja desde el punto de vista técnico.

b) Posee mayor poder de discriminacion que el PFGE.

¢) Se basa en la amplificacion y restricciéon enzimaética de genes polimérficos.

d) Es muy poco reproducible.

e) Se basa en la amplificacion y secuenciacion de ADN.
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