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Las infecciones por los virus del
grupo herpes son muy prevalentes en
la población general. Tras la infección
primaria, estos virus establecen laten-
cia en diferentes tipos celulares a par-
tir de los cuales, ante la presencia de
determinadas condiciones relaciona-
das con la inmunidad del huésped, se
reactivan. Una característica muy im-
portante es que ni la infección pri-
maria ni las reactivaciones se asocian
necesariamente con manifestaciones
clínicas, lo que es cierto, en especial,
en algunos de estos virus. Cuando se
presentan éstas, pueden ser muy ca-
racterísticas (herpes simple, varicela,
etc.) o bien completamente inespecí-
ficas (citomegalovirus). Además, el es-
pectro de gravedad oscila entre el
compromiso para la vida del paciente
y las manifestaciones leves o modera-
das. Estos hechos reafirman la nece-
sidad e importancia de un diagnóstico
adecuado de laboratorio. En la actua-
lidad se dispone de múltiples técnicas
diseñadas para cada uno de estos vi-
rus, pero su correcta aplicación depen-
de de las circunstancias clínicas del
paciente, del objetivo diagnóstico y de
las posibilidades técnicas de cada la-
boratorio. En este procedimiento emi-
nentemente aplicado, se pone especial
énfasis en este aspecto y se somete a
una revisión profunda la versión ante-
rior (procedimiento 8, primera edi-
ción). Muchos de los conceptos verti-
dos en el texto encuentran su resumen
en un amplio número de tablas, algu-
nas de ellas nuevas con respecto a la
versión anterior.

El documento está dividido en apar-
tados dedicados a cada uno de los vi-
rus: herpes simple, varicela-zóster,
citomegalovirus, Epstein-Barr y her-
pesvirus humano 6, 7 y 8. Cada uno de
estos apartados contiene, de forma ex-
plícita en muchos casos, epígrafes de-
dicados a los fundamentos clínicos bá-
sicos que es necesario conocer para
orientar adecuadamente el diagnósti-
co de laboratorio, una descripción de
las técnicas disponibles con su corres-
pondiente evaluación sobre ventajas y
limitaciones, la interpretación de los
resultados y un apartado sobre la apli-
cación de las herramientas diagnósti-
cas en las diferentes situaciones clí-
nicas. Por último, se ha considerado
importante añadir un epígrafe relati-

vo a las pruebas de sensibilidad a los
antivirales, fármacos que han experi-
mentado un gran desarrollo en estos
últimos años para la profilaxis y el
tratamiento de las infecciones por her-
pesvirus, así como de los mecanismos
de resistencia y su detección en el la-
boratorio.

Aunque todos los apartados del do-
cumento han sufrido una profunda re-
visión y actualización con respecto a la
versión anterior, hay que destacar el
esfuerzo de puesta al día en los nuevos
métodos moleculares, junto con un jui-
cio sobre sus posibilidades reales de
aplicación en nuestros laboratorios.
Además, el capítulo de algunos virus,
como los de Epstein-Barr y herpesvi-
rus humano 8 se han modificado am-
pliamente, en especial en sus rela-
ciones con la patología tumoral y las
posibilidades diagnósticas que, hoy
por hoy, puede aportar el laboratorio.

Este procedimiento se completa con
siete procedimientos normalizados de
trabajo dedicados a los distintos virus
del grupo en los que se ha intentado
abarcar todas las grandes líneas diag-
nósticas: cultivo, detección de antíge-
no, diagnóstico serológico, detección y
cuantificación molecular y pruebas de
sensibilidad in vitro. Se puede consul-
tar en la página web www.seimc.org/
protocolos/microbiología (procedimien-
to microbiológico SEIMC número 8a:
Diagnóstico microbiológico de las in-
fecciones por herpesvirus, 2.ª edición
2005).

Gimeno Cb, Navarro Db, 

De Oña Mc y Pérez Sáenz JLa

Servicios de Microbiología. aHospital
Universitario Son Dureta. Palma de

Mallorca. bHospital Clínico Universitario.
Valencia. cHospital Covadonga. 

Oviedo. España.

PROCEDIMIENTOS
EN MICROBIOLOGÍA CLÍNICA

(número 18, 2.ª edición 2005)

Editores: Emilia Cercenado y Rafael Cantón

Métodos moleculares de tipificación
epidemiológica en bacteriología

Coordinador: Domínguez MAa

Los métodos de tipificación molecu-
lar constituyen una de las aportacio-
nes microbiológicas que han tenido
más difusión para realizar estudios
epidemiológicos. Estos métodos tienen
como objetivo reconocer la relación
entre aislamientos vinculados epide-
miológicamente y, por tanto, deriva-
dos recientes de un microorganismo
ancestro común. A la vez, deben ser

técnicas capaces de diferenciar aisla-
mientos no relacionados, independien-
temente de que pertenezcan a la mis-
ma especie microbiológica o taxón.
Clásicamente, estos estudios se basa-
ban en el análisis de las característi-
cas fenotípicas de los microorganismos
(propiedades antigénicas, metabólicas
o de resistencia antibiótica). Sin em-
bargo, muchos de estos sistemas fe-
notípicos no son útiles para establecer
diferencias o similitudes entre micro-
organismos. Por ejemplo, la multirre-
sistencia antibiótica común a muchos
clones de Staphylococcus aureus resis-
tente a la meticilina determina que el
perfil de sensibilidad y resistencia (an-
tibiograma o resistotipo) sea una técni-
ca con escaso poder de discriminación
en el seguimiento epidemiológico de
este microorganismo.

Las técnicas moleculares que anali-
zan propiedades o polimorfismos ge-
néticos han ampliado notablemente
el campo de la tipificación en micro-
biología. Los fundamentos de estas
técnicas son variables: estudios de res-
tricción del ADN cromosómico bacte-
riano (electroforesis de campo pulsa-
do), análisis del número de copias de
determinadas secuencias de inserción
o repetitivas a lo largo del cromosoma
(REP-PCR; polimorfismo IS6110 en
Mycobacterium tuberculosis) o amplifi-
cación arbitraria de fragmentos genéti-
cos (AP-PCR). La mayor ventaja de es-
tos sistemas consiste en la estabilidad
de los marcadores genéticos utilizados
y en la posibilidad de aplicarlos univer-
salmente a distintos géneros y especies
de microorganismos. La disponibilidad
de estas técnicas ha mejorado nuestro
conocimiento sobre: patogénesis e his-
toria natural de ciertas infecciones;
evolución genética de poblaciones mi-
crobianas; detección de brotes de infec-
ción, identificación de reservorios, me-
canismos de transmisión de patógenos
y diseño de medidas de control de pro-
pagación de la infección.

En este procedimiento se analizan
las características de los marcadores
moleculares y se exponen los funda-
mentos y aplicaciones de los métodos
moleculares que más se utilizan para
analizar la relación epidemiológica
entre las bacterias: análisis del ADN
mediante procedimientos de restric-
ción-hibridación (incluyendo el análi-
sis del polimorfismo de restricción del
IS6110 en M. tuberculosis), análisis
del ADN cromosómico mediante ma-
crorrestricción y electroforesis en cam-
po pulsante, técnicas basadas en la
amplificación por PCR de elementos
repetitivos en el cromosoma bacteria-
no, técnicas de secuenciación (Multilo-
cus Sequence Typing) y análisis de
amplificación-restricción (Amplifica-
tion Fragment Length Polymorphism).
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Un apartado que hay que tener en
cuenta en los análisis epidemiológicos
es el de la transmisión de la resisten-
cia a antibióticos no sólo a través de
la diseminación de clones multirresis-
tentes sino también mediante la di-
seminación de elementos genéticos
móviles. En uno de los apartados se
recoge el estudio del ADN extracromo-
sómico (plásmidos) y de los elementos
genéticos de transmisión horizontal.
Así mismo se recogen en forma de pro-
cedimientos normalizados de trabajo
las técnicas anteriormente detalladas.
Todos estos aspectos se detallan en el
procedimiento microbiológico SEIMC
número 18: Métodos moleculares de ti-
pificación epidemiológica en bacterio-
logía (2.ª edición 2005): http://www.
seimc.org/protocolos/microbiología/).
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Disponer de resultados rápidos en el
laboratorio de microbiología es de utili-
dad para el manejo clínico y terapéuti-
co de los pacientes. Las técnicas inmu-
nológicas de detección de antígenos
permiten identificar la presencia de
microorganismos o de fragmentos de
los mismos en las muestras clínicas.
Su desarrollo se inició con el propósito
de acelerar el diagnóstico de las enfer-
medades infecciosas tratando de supe-
rar algunos de los inconvenientes, es-
pecialmente la lentitud, de las técnicas
convencionales del cultivo.

Las técnicas de detección de antíge-
no son especialmente útiles en aque-
llos casos en los que el microorga-
nismo causal crece muy lentamente o
bien no crece en los medios de cultivo
convencionales. Además, tienen como
ventaja que los resultados no se ven
alterados por la administración previa
de antimicrobianos. Por el contrario,
tienen como inconveniente principal el
no ofrecer información sobre la sensi-
bilidad antimicrobiana del microorga-
nismo detectado y, en algunos casos,

no haber alcanzado el grado de sensi-
bilidad y especificidad deseados.

Existe un gran número de técnicas
de detección de antígeno disponibles y
una enorme cantidad de microorganis-
mos susceptibles de poder ser detecta-
dos. El presente procedimiento micro-
biológico SEIMC número 19: Técnicas
rápidas de detección de antígeno (2.ª
edición 2005) (http://www. seimc.org/
protocolos/microbiología/) se ha estruc-
turado en síndromes, y se ha destacado
en cada caso cuál es el papel de las téc-
nicas rápidas y qué microorganismos
se pueden detectar con ellas. Así mis-
mo, para cada síndrome se ha descrito
un procedimiento normalizado de tra-
bajo que recoge qué muestras son las
más adecuadas para optimizar el ren-
dimiento de las técnicas y cuál es el
tratamiento previo y la manipulación
que se les debe aplicar a las mismas,
su tratamiento y conservación, qué
microorganismos podemos detectar,
las posibles aplicaciones y las inter-
pretaciones de los resultados obte-
nidos. También se plantean de una
manera práctica las ventajas e incon-
venientes de las técnicas en el diag-
nóstico de las enfermedades infeccio-
sas. Muchas de las técnicas descritas
se encuentran comercializadas por lo
que esta información debe comple-
mentarse con la que facilitan los co-
rrespondientes fabricantes.
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La manifestación clínica más impor-
tante de la legionelosis es la neumonía,
aunque el espectro clínico puede variar
desde una enfermedad leve-moderada
hasta la enfermedad grave con fallo
multiorgánico. La neumonía causada
por Legionella es clínicamente indistin-
guible de otras neumonías y, con fre-
cuencia, requiere hospitalización. El
patrón radiológico también es similar

al de otras neumonías, por lo que el
diagnóstico de la enfermedad debe rea-
lizarse por métodos microbiológicos. En
este procedimiento se revisan los dife-
rentes métodos utilizados para el diag-
nóstico microbiológico de las infecciones
causadas por Legionella, incluyendo
cultivo e identificación del microorga-
nismo, detección de la bacteria median-
te inmunofluorescencia, diagnóstico se-
rológico, detección de antígeno de L.
pneumophila en orina y detección de
este microorganismo en muestras clíni-
cas mediante técnicas de PCR. Por otra
parte, se describen los procedimientos
operativos de los métodos de diagnós-
tico microbiológico más utilizados, así
como la interpretación de los resulta-
dos y la utilidad de cada uno de ellos en
situaciones concretas.

Otro aspecto desarrollado en este do-
cumento es el relativo a la prevención
y control de la legionelosis. Legionella
es un bacilo muy distribuido en am-
bientes acuáticos naturales y artificia-
les, y además, es un parásito intracelu-
lar de amebas y otros protozoos de
agua dulce, en los que utiliza un meca-
nismo de multiplicación intracelular
similar al utilizado en las células hu-
manas. La enfermedad se produce
cuando individuos susceptibles inha-
lan la bacteria contenida en aerosoles
procedentes de fuentes ambientales
contaminadas. El conocimiento del ni-
cho ecológico de Legionella proporciona
una información de gran utilidad para
entender la transmisión de la bacteria.
Este es el primer paso para abordar el
control de su diseminación a partir de
instalaciones contaminadas. En este
procedimiento se desarrollan aspectos
como la detección de la bacteria en
muestras de agua (cultivo e identifica-
ción y amplificación genómica con téc-
nicas de PCR) y la investigación de
brotes, y se detallan los procedimien-
tos operativos para la prevención y
control de la legionelosis en hospita-
les, el cultivo de la bacteria a partir de
muestras de agua y la tipificación mo-
lecular mediante la técnica de AFLP.

Esta información está disponible en
la página web: www.seimc.org/proto-
colos/microbiología (procedimiento mi-
crobiológico SEIMC número 20: Diag-
nóstico microbiológico y control de la
legionelosis, 2.ª edición 2005).
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