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RESUMEN

Palabras clave:

e Las técnicas de tipificacién molecular son ttiles en la vigilancia y control de brotes porque permiten cono-
Tipificacién molecular

cer la clonalidad entre aislados, identificar reservorios y determinar vias de transmision. La electroforesis

glrsl:e en campo pulsado (ECP) es la técnica de referencia de tipificacion debido a que tiene un elevado poder de
Epidemiologia discriminacién. Entre las limitaciones mas importantes de la ECP estan el elevado coste del equipo, su labo-
Vigilancia riosidad y el tiempo necesario para analizar los pulsotipos. Aunque hay numerosas técnicas de tipificacion
Control basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la mas utilizada es la PCR de secuencias de ADN
repetidas (REP-PCR). Estas técnicas son mds econémicas, menos laboriosas (algunas son semiautomatiza-
das y estan comercializadas, como el Diversilab de bioMérieux), y suelen generar patrones de bandas rela-
tivamente mas faciles de interpretar que la ECP. El poder de discriminacién de las técnicas de PCR puede
ser inferior o similar al de la ECP. Tanto la ECP como las técnicas de PCR tienen que optimizarse o estanda-
rizarse en el laboratorio para garantizar una buena reproducibilidad. Para el estudio de brotes pequefios y
de corta evolucioén, en los que interesa obtener una informacién con rapidez, es preferible utilizar una téc-
nica de PCR. En brotes mas complejos y de mayor duracién, en los que interesa conocer ademas la evolu-
cion o dinamica de los clones con el tiempo, es mas rentable utilizar la ECP. Los métodos de tipificacion
basados en la secuenciacién del ADN, como el MLST, se utilizan para estudios epidemiolégicos globales o
para analizar la estructura poblacional de los microorganismos.
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ABSTRACT
Keywords:
Molecular typing Molecular typing methods are useful in the surveillance and control of nosocomial outbreaks because they
Outbreak can provide information on the clonal relatedness among isolates, identify reservoirs, and determine routes
Clone of transmission. The gold standard assay for molecular typing is pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) due
Epidemiology to its high discriminatory power. Some major disadvantages of PFGE include the high cost of the equipment,
EU“:?H]]&“CE its labor intensiveness (the technique is not automated) and the time required to analyze the profiles of
ontro.

DNA bands (pulsotypes). Although there are many molecular typing methods based on polymerase-chain
reaction (PCR), the most widely used is repetitive sequence-based PCR (REP-PCR). Most of the PCR
techniques used for molecular typing have none of the limitations of PFGE as they are less expensive and
labor intensive (some, such as bioMérieux’s Diversilab system, are commercially available) and generate
DNA profiles that are easier to interpret, depending on the microorganism. The discriminatory power of
PCR is generally lower than or similar to that of PFGE. Both PFGE and PCR require optimal laboratory
standardization to guarantee good reproducibility. PCR methods are preferable in the study of small, time-
limited outbreaks. In more complex outbreaks of longer duration, in which clonal evolution and dynamics
are studied, the use of PFGE is preferable. Molecular typing methods based on DNA sequencing, such as
multilocus sequence typing, are applicable in global epidemiological studies or in analyses of the population
structure of microorganisms.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas se han convertido en un serio pro-
blema de salud publica. Las infecciones nosocomiales adquieren es-
pecial relevancia en el campo de las enfermedades infecciosas por la
elevada morbilidad y mortalidad afiadida que ocasionan, y por el
gasto econdmico que implican, ademas del impacto social que origi-
nan. El ambiente hospitalario constituye un ecosistema favorable
para la produccién de brotes. Aunque los brotes nosocomiales pue-
den estar causados por algunos hongos (Aspergillus spp.)', virus
(p. ej., adenovirus?, norovirus®) y parasitos (p. ej., Plasmodium
malarie)?, son los de etiologia bacteriana los que presentan mayor
interés desde el punto de vista epidemioldgico. Son especialmente
trascendentales los brotes causados por cepas de Klebsiella spp. pro-
ductora de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE)’, bacterias
productoras de carbapenemasas (enterobacterias®’, Acinetobacter
baumannii®, Pseudomonas aeruginosa®), Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina (SARM)™°, Enterococcus spp. resistente a vancomi-
cina, Staphylococcus resistentes a linezolid'?, Clostridium difficile®,
etc. Algunas cepas bacterianas de estas especies se caracterizan por
presentar un alto potencial de transmisibilidad (clones epidémicos)
y una elevada capacidad para adquirir multirresistencia a los antimi-
crobianos. Sin embargo, si bien las infecciones por bacterias multi-
rresistentes se asocian especialmente al ambiente hospitalario, en
los tltimos afios se ha observado un aumento de infecciones por bac-
terias multirresistentes en la comunidad, entre las que destacan las
producidas por Escherichia coli productora de BLEE™ o SARM™.

El laboratorio de microbiologia tiene que participar de forma ac-
tiva en la comision de infecciones y politica de antibiéticos de los
centros hospitalarios en los equipos de control de infeccién nosoco-
mial'®, Entre las actividades de los laboratorios de microbiologia des-
taca la tipificacién o tipado molecular, que ofrece una informacién
muy Util en la investigacion de brotes, tanto en la fase de detecciéon
como en la de contencién y resolucién-". La detecciéon de un brote
se basa, de forma tradicional, en la acumulacién de casos en un corto
periodo. Sin embargo, disponer de una base de perfiles fenotipicos o
genéticos de un determinado microorganismo nos permite detectar
episodios “ocultos” de transmision en el hospital, que no siempre se
reflejan en un aumento llamativo de casos. Este aspecto es especial-
mente interesante en los centros con escasas fluctuaciones en la fre-
cuencia de patégenos nosocomiales, en las actividades de control y
en la comprension de las dindmicas de introduccién y sustitucion de
clones. Por otra parte, la posibilidad de discriminar entre pacientes
relacionados con un brote de los que no lo estan supone uno de los
pasos mas importantes para el abordaje de un brote, establecer su
dimension y estudiar las caracteristicas epidemiolégicas de los im-
plicados. Por tltimo, permite relacionar o confirmar la existencia de
reservorios o vehiculos de transmisién. La informacién que propor-
cionan las técnicas de tipado, si se adec(a la técnica al problema
planteado y se proporciona en un tiempo corto, permite disefiar me-
didas de actuacién apropiadas. Por lo tanto tenemos que dejar de
considerar las técnicas de tipificacion molecular como una herra-
mienta exclusivamente dirigida a evaluar de manera retrospectiva
brotes nosocomiales de infeccién. Su uso razonable en “tiempo real”
permite la toma de decisiones en el contexto del equipo de control
de infeccién nosocomial, que evita la aparicién o diseminacién de
brotes nosocomiales o mejora su control. Ademas, nos permite estu-
diar la epidemiologia de clones multirresistentes en nuestros centros
hospitalarios.

Tipificacion molecular

Las técnicas de tipificacién se han clasificado tradicionalmente en
fenotipicas (basadas en caracteristicas bioquimicas o fisiolégicas de
los microorganismos) y genotipicas o moleculares (basadas en el es-
tudio del ADN)"-19,

Las técnicas de tipificacién fenotipicas se usan cada vez con me-
nos frecuencia en la investigacién de brotes por los problemas de
baja reproducibilidad y poder de discriminacién que tienen. No obs-
tante, algunas técnicas fenotipicas, como el perfil de resistencia anti-
microbiana o antibiotipo, pueden ser muy dtiles en algunas situacio-
nes, como sucede por ejemplo cuando el laboratorio de microbiologia
detecta un nuevo fenotipo de resistencia, diferente del habitual, que
incrementa su aparicion, sobre todo en algunas areas hospitalarias
concretas.

Las técnicas moleculares de tipificacion se diferencian de las téc-
nicas fenotipicas porque pueden aplicarse a un mayor nimero de
especies microbianas, tienen mayor poder de tipificacion, son mas
reproducibles y tienen mayor poder de discriminacion. El interés de
estas técnicas radica en su capacidad para establecer la relacion ge-
nética (clonalidad) que existe entre aislados implicados en un brote,
ademas de ser herramientas muy dtiles para confirmar la fuente de
infeccién o reservorio.

En los Gltimos 25 afios se ha producido un extraordinario avance
en el desarrollo y aplicacion de técnicas de tipificacion molecular en
la investigacién de brotes?°, Los métodos moleculares de tipifica-
cién pueden utilizar como diana tanto ADN cromosémico como ADN
de elementos genéticos moéviles de transmisién horizontal (plasmi-
dos, transposones, integrotes y secuencias de insercion). Se pueden
clasificar en 3 grandes grupos de técnicas: a) las basadas en el estu-
dio de los perfiles de restricciéon del ADN (plasmidico o cromosémi-
co); b) las que se fundamentan en la amplificacién de secuencias de
ADN mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), y ¢) las
basadas en la secuenciacién parcial de genes.

Meétodos basados en la restriccion del ADN

Estudio de los perfiles de ADN plasmidico. El estudio de los perfiles
de plasmidos es una técnica relativamente sencilla de realizar y de
interpretar. Se requiere una extraccién de los plasmidos, general-
mente mediante una lisis celular, que posteriormente son separados
mediante electroforesis en gel de agarosa. El andlisis de los perfiles
de plasmidos se realiza considerando el nimero de bandas de ADN
plasmidico y sus respectivos tamafios. Este método de tipificacion se
ha aplicado con relativa frecuencia al estudio de brotes causados por
enterobacterias como K. pneumoniae y Salmonella spp.?!, aunque ac-
tualmente esta metodologia se limita al estudio de brotes pequefios,
y siempre de forma conjunta o complementaria a otras técnicas ba-
sadas en el estudio de ADN cromosémico. Su bajo poder de discrimi-
nacion se ha relacionado con problemas metodolégicos, como puede
ocurrir con la extraccion de algunos plasmidos de gran tamafio (me-
gaplasmidos) que resultan dificiles de separar mediante electrofere-
sis convencional, y de interpretacién de resultados. Una alternativa
para aumentar el poder de discriminacion de esta técnica consiste en
digerir los extractos plasmidicos con varias enzimas de restriccion
(perfil de restriccién plasmidica).

Aunque los perfiles plasmidicos suelen ser simples (no suelen
presentar demasiadas bandas), pueden estar sujetos a cierta variabi-
lidad que complica su interpretacién. Los plasmidos pueden presen-
tar diferentes conformaciones dependiendo del grado de superenro-
llamiento. Por esta razén, un mismo plasmido puede presentar
diferentes patrones de movilidad electroforética, que nos pueden ha-
cer pensar que se tratan o que corresponden a plasmidos diferentes.
Otra consideracion importante es que plasmidos con diferente se-
cuencia de ADN pueden presentar el mismo perfil de movilidad elec-
troforética, ya que pueden tener tamafios muy similares que no se
diferencian en electroforesis convencional. Aislados de un mismo
clon pueden tener distinto contenido en plasmidos debido a que es-
tos elementos genéticos son maviles y pueden integrarse en el cro-
mosoma, transferirse a otras cepas bacterianas, o recombinar con
otros plasmidos de la misma o diferente especie en el transcurso del
mismo brote. Ademads, un mismo plasmido en diferentes aislados
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puede estar sujeto o distintos procesos de pérdida de ADN, como
deleciones, o ganancia de otros elementos genéticos méviles, como
transposones, integrones y secuencias de insercion.

Estudio de los perfiles de restriccion de ADN cromosémico. Esta me-
todologia se basa en la digestién del ADN cromosémico con una en-
zima de restriccién, generandose un niimero variable de fragmentos
de diferente tamafio que se separan en geles de agarosa mediante
electroforesis convencional (RFLP) o electroforesis en campo pulsado
o pulsatil (ECP). La diferencia fundamental es el nimero de fragmen-
tos que genera cada tipo de restriccion: enzimas de corte frecuente
(RFLP) o poco frecuente (ECP).

En la técnica de RFLP, los productos de la digestion (0,5 y 25 kb)
pueden visualizarse con bromuro de etidio, cuando el nimero de
fragmentos no es muy numeroso, o mediante la hibridacién con son-
da (marcaje quimico o radioactivo) de una determinada secuencia de
la que hay varias copias en el cromosoma, lo que incrementa la capa-
cidad de discriminacién y de interpretacion de la técnica de RFLP.

La técnica de RFLP-IS6110 se considerd, durante mucho tiempo, el
método de referencia de tipado de Mycobacterium tuberculosis??. El
ADN cromosémico se digiere con el enzima de restriccion Pvull y los
fragmentos se separan mediante electroforesis. La detecciéon de los
fragmentos se realiza por hibridacién de una sonda de ADN que re-
conoce a la secuencia de insercién 1S6110.

El ribotipado es otra variante de RFLP basada en el andlisis de los
genes del ARN ribosomal. Los perfiles obtenidos (ribotipos o ribogru-
pos) se diferencian por el nimero y la localizacién de estos genes. La
técnica de ribotipado es larga y tediosa (en unos 2 dias se pueden
obtener resultados), aunque esta limitacion puede resolverse con la
utilizacion de sistemas automatizados, como el RiboPrinter (Quali-
con Inc. Wilmington, DE). Su poder de discriminacién suele ser infe-
rior al de la ECP y al de los métodos de tipificacién basados en la
PCR.

Para separar fragmentos de mayor tamafio (hasta 1.000 kb) es
preferible utilizar la ECP. Esta técnica ha mostrado ser altamente re-
producible y con un poder de discriminacién elevado, por lo que se
ha convertido en el método de referencia de tipificacién para la ma-
yoria de las bacterias con interés epidemioldgico?. La ECP se basa en
la separacion electroforética en campo pulsado del ADN cromosémi-
co digerido con una enzima de restriccion con baja frecuencia de
corte. Los perfiles de ADN (pulsotipos) presentan entre 10 y 30 frag-
mentos de ADN con un tamafio variable, que oscila entre 10 y 800 kb.
La interpretacién de los pulsotipos se realiza aplicando los criterios
de Tenover et al, y suele ser relativamente facil cuando se trabaja con
unas pocas cepas. Cuando el nimero de cepas es elevado o los perfi-
les de bandas son complejos es conveniente recurrir a la utilizacion
de un software especifico, como por ejemplo BioNumerics (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) o GelCompar (Applied MAths).
Estos programas permiten normalizar las condiciones de migracién
de los perfiles electroforéticos entre experimentos diferentes, por lo
que se pueden almacenar los perfiles electroforéticos en bases de
datos. Disponer de un histérico de aislados del centro es lo que per-
mite establecer conexiones que estaban “ocultas” si no conducian a
un aumento inmediato del nimero de casos. Ademads, contienen un
algoritmo para realizar estudios de filogenia que permiten establecer
relaciones evolutivas o de parentesco entre los aislados, mediante la
utilizacién de dendogramas.

Existe una serie de parametros basicos de la ECP que deben defi-
nirse o determinarse en el laboratorio para asegurar una buena
reproducibilidad®*?>, Los més importantes son la normalizacién del
gel, el porcentaje de tolerancia en la posicién de las bandas y punto
de corte de similaridad para definir los clusters. Otra limitacién im-
portante de la ECP es que solo existen protocolos de trabajo consen-
suados en algunas especies, como S. aureus (proyecto Harmony)?°, E.
coli y Salmonella (Pulsenet)? o A. baumannii®, y las bases de datos
son locales, por lo que es dificil intercambiar informacién entre re-

giones geograficas alejadas. Los inconvenientes mas destacados de la
ECP son su relativo elevado coste econémico inicial, excesiva laborio-
sidad (proceso no automatizado) y el tiempo necesario para obtener
y analizar los resultados (una semana como minimo), por lo que re-
sulta una metodologia poco practica para introducirla en la rutina de
un laboratorio convencional de microbiologia clinica. Las ventajas
consisten en que se pueden aplicar a un gran ndmero de especies
bacterianas, se puede almacenar los perfiles, al menos de forma local
y, sobre todo, su alto nivel de discriminacion, ya que analizan una
gran parte del cromosoma bacteriano. Esta capacidad de detectar pe-
queiias variaciones entre los aislados le confiere caracteristicas ido-
neas para el estudio de brotes a nivel local.

Meétodos basados en la amplificacion de dcidos nucleicos

Estas técnicas analizan una pequefia porciéon del cromosoma. La
amplificacién se realiza mediante PCR utilizando como dianas genes
o secuencias de ADN polimorficas que se encuentran distribuidas por
el cromosoma'’-?, Tradicionalmente, los formatos utilizados para la
separacion y deteccion de los amplicones se han fundamentado en la
electroforesis en gel de agarosa y la tincién con bromuro de etidio,
aunque en los dltimos afios se han desarrollado otros formatos que
ofrecen mas ventajas o rentabilidad.

En comparacién con la ECP, los métodos de PCR destacan por su
menor laboriosidad o complejidad técnica, su flexibilidad (que le
permite trabajar con un elevado niimero de muestras y con diferen-
tes tipos de formatos de PCR), la rapidez en la obtencion de los resul-
tados (entre 24 y 48 h) y la sencillez para realizar la interpretacién de
los resultados, debido a que los perfiles obtenidos suelen ser menos
complejos que los obtenidos mediante ECP?° (fig. 1). Su poder de dis-
criminacion es razonablemente elevado, aunque puede ser similar o
inferior al de la ECP, dependiendo del microorganismo y de la técnica
de PCR utilizada™2°.

Entre las limitaciones técnicas mas importantes estan la inhibi-
cion de la reaccion de amplificacion y la contaminacién de las mues-
tras. Respecto a la reproducibilidad, esta es variable dependiendo de
las caracteristicas del método de extraccion del ADN y de los forma-
tos de amplificacién y deteccién. Para asegurar una buena reprodu-
cibilidad de la técnica se requiere que cada laboratorio optimice y
estandarice los procesos de extraccion, amplificacion y deteccion. A
pesar de que en los Gltimos afios se ha llevado a cabo un esfuerzo en
su estandarizacion, son técnicas que no suelen permitir la normali-
zacién entre experimentos, por lo que no son adecuadas para conser-
var un histérico de perfiles.

La PCR con cebadores arbitrarios (AP-PCR), también denominada
RAPD (random amplification polymorphic DNA) o técnica de amplifi-
cacién al azar de ADN polimorfico, se caracteriza por utilizar un tni-
co cebador de unos 10 nucleétidos que hibrida aleatoriamente, en
condiciones de baja temperatura (entre 36 y 45 °C), con regiones
inespecificas del cromosoma'®?’, Este método de tipificacion es ra-
pido, poco laborioso y permite realizar un andlisis sencillo de los
perfiles de bandas.

El problema o inconveniente mas importante que puede encon-
trarse con la AP-PCR es su baja reproducibilidad, que limita su utili-
dad para el estudio de brotes. Los perfiles de bandas obtenidos me-
diante AP-PCR pueden alterarse o modificarse por diversos factores,
como el método de extraccién, la concentracién de ADN molde, el
tipo de Taq polimerasa, el tipo de termociclador y, sobre todo, la tem-
peratura de hibridacién y la concentracién de iones magnesio'”. Aun-
que el poder de discriminacion de la AP-PCR es inferior al de la ECP,
puede incrementarse mediante la inclusién de varios cebadores en
reacciones independientes.

Otro método de tipificacion molecular muy utilizado en los estu-
dios de brotes es la rep-PCR'", Esta técnica se fundamenta en la uti-
lizacién de cebadores que hibridan de forma especifica con unas se-
cuencias de ADN repetitivas (secuencias rep), de funcién desconocida,
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Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Figura 1. Patrones de bandas de ADN (pulsotipos) obtenidos mediante electroforesis en campo pulsado de ADN cromosémico de aislados clinicos de Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa y Acinetobacter baumannii.

que se encuentran dispersas por todo el genoma de muchas bacte-
rias, hongos y parasitos. Hay 3 familias de secuencias repetitivas: las
secuencias repetitivas palindrémicas extragénicas (secuencias REP),
las secuencias consenso repetitivas intragénicas de enterobacterias
(secuencias ERIC), y las secuencias o elementos BOX. Estas secuen-
cias tienen una longitud variable, que oscila entre 35 y 40 pb (se-
cuencias REP), 124 y 127 pb (secuencias ERIC) y 154 pb (secuencias
BOX). De estas 3 secuencias de ADN, la mas utilizada en el estudio de
brotes son las secuencias REP. La variabilidad en los perfiles de ban-
das de ADN generados mediante REP-PCR viene determinada por el
nimero de secuencias repetitivas y por la distancia que hay entre
dichas secuencias (se amplifica la regién de ADN que separa las se-
cuencias REP). La técnica de REP-PCR es muy sencilla, rapida (menos
de 2 dias), reproducible (generalmente mas que la AP-PCR pero me-
nos que la ECP) y econémica. Los perfiles de ADN presentan un nd-
mero de bandas inferior al de los obtenidos mediante ECP, por lo que
la definicion de los perfiles y el andlisis de la relacion que existe entre
ellos son relativamente sencillos (fig. 2). Los procesos de la REP-PCR,
incluido el andlisis e interpretacién de los resultados, pueden auto-
matizarse. El sistema Diversilab (bioMérieux, Francia) es un método
flexible de REP-PCR porque permite estudiar perfiles de bandas de
muchos microorganismos®®%°, Presenta una elevada reproducibilidad
en comparacion con la técnica manual, y permite una interpretacion
sencilla de los resultados debido a que el sistema incorpora un soft-
ware especifico que permite analizar perfiles y agruparlos en clusters.
La implementacion de estos sistemas en el laboratorio supone ahorro
en tiempo y personal, pero tiene el inconveniente de su elevado cos-
te econémico.

Existen otras variantes metodoldgicas de tipificacién molecular
basadas en la PCR de secuencias repetidas especificas de las mico-
bacterias del complejo de M. tuberculosis, como la técnica de espoli-
gotipado, basada en la amplificacién de las regiones espaciadoras de
las regiones DR (direct repeat) y la técnica MIRU-VNTR, basada en el
estudio del polimorfismo del nimero de repeticiones de secuencias
en tandem®.

El estudio del polimorfismo en la longitud de los fragmentos obte-
nidos por digestién con enzimas de restricciéon de productos de PCR
(PCR-RFLP) es una técnica de tipado que puede ser til. Un tipo parti-
cular de técnica de PCR-RFLP es la PCR-ribotipia, basada en la ampli-
ficacion de las regiones espaciadoras de genes ribosomales, como el
16Sy el 23519, La técnica de PCR-RFLP posee un poder de discrimina-

cién variable que depende del gen estudiado y de la enzima de res-
triccion. Su poder de discriminacién, inferior al de la ECP, se incre-
menta con la utilizacién de varias enzimas de restriccién. Las ventajas
mas destacables son su rapidez y la simplicidad de la técnica. La re-
producibilidad y el poder de discriminacién son aceptables, aunque
inferiores a los de las técnicas descritas anteriormente. Para incre-
mentar el poder de discriminacion se pueden utilizar varias enzimas
de restriccion diferentes. El andlisis de los perfiles es sencillo y el
tiempo de obtencion de resultados aceptable (menos de 48 h). La ri-
botipia es muy ftil para el estudio de brotes en los que puedan estar
implicadas cepas hipervirulentas de C. difficile con el ribotipo 0272,
La técnica de amplificacién basada en el estudio de los polimor-
fismos de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) no se
suele utilizar en el estudio de pequefios brotes'”'*3!, Esta técnica se
reserva para estudios epidemiolégicos globales a largo plazo, en los
que interesa conocer la estructura poblacional. El AFLP es una técnica
cara 'y compleja desde el punto de vista técnico. El ADN genémico se
digiere con 1 0 2 enzimas de restriccién y a los fragmentos generados
se les unen unos adaptadores que posteriormente hibridan, durante
el proceso de amplificacién, con unos cebadores especificos marca-
dos normalmente con un producto fluorescente. La separacion de los
fragmentos se puede realizar en un secuenciador de acidos nuclei-
cos. En cuanto al poder de discriminacién del AFLP este puede ser
similar o superior al de la ECP, dependiendo del microorganismo.

Métodos basados en la secuenciacion de ADN

De los métodos de tipificaciéon basados en la secuenciacién de
ADN, con el que existe mas experiencia es con el MLST (multilocus
sequencing typing)'71932, Esta técnica se fundamenta en la secuencia-
cién parcial de 6 o 7 genes metabdlicos muy conservados (housekee-
ping genes) que estan sujetos a escasa presion selectiva, como ocurre
con algunos genes relacionados con el metabolismo o con factores de
virulencia y los genes ribosomales. Aunque es una técnica muy labo-
riosa y costosa tiene la ventaja de que los resultados obtenidos (se-
cuencias tipo) son objetivables, se pueden almacenar en formato
electrénico y se pueden intercambiar entre laboratorios muy distan-
tes geograficamente, lo que permite poder comparar perfiles o se-
cuencias tipo entre aislados de distintos paises o continentes.

El MLST posee un poder discriminativo bajo. Al igual que sucede
con la técnica de AFLP, el MLST no se suele utilizar para el estudio de



24 F. Ferndndez Cuenca et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013;31(Supl 1):20-25

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Figura 2. Patrones de bandas de ADN obtenidos mediante REP-PCR de ADN de aislados clinicos de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter baumannii.

brotes de escasa magnitud, sino que se aplica principalmente en es-
tudios epidemioldgicos globales o a largo plazo, en los que se quiere
conocer la estructura poblacional.

Criterios de seleccion de técnicas de tipificacion molecular

Las técnicas de tipificaciébn moleculares no deben utilizarse de
forma sistematica ante la sospecha de un brote. En caso de que esté
justificado el estudio epidemiolégico molecular hay que tener en
cuenta una serie de asunciones, no siempre ciertas, a la hora de in-
terpretar los resultados obtenidos. Los aislados implicados en el bro-
te estan epidemiolégicamente relacionados y proceden de un mismo
progenitor o clon, si estdn genéticamente relacionados. Por el contra-
rio, los aislados que no estén relacionados epidemiol6gicamente ten-
dran genotipos diferentes.

Dada la gran diversidad de técnicas de tipificacion molecular re-
sulta dificil decidirse por la mas idénea para estudiar un brote. En
general se deben considerar tanto factores o criterios de tipo técnico
como de tipo econémico, intentando buscar siempre un equilibrio en
términos de rentabilidad o de coste-eficacia que permita resolver un
problema epidemiol6gico concreto.

Desde el punto de vista técnico, la tipificacién tiene que cumplir
estos 3 requisitos basicos: a) capacidad de tipificacién (tipabilidad),
determinada por su poder para clasificar o catalogar cualquier aisla-
miento en un tipo determinado de forma inambigua; b) poder discri-
minativo para establecer diferencias entre aislamientos no relaciona-
dos, y c) reproducibilidad o capacidad de ofrecer resultados
reproducibles entre diferentes ensayos. Ademas es recomendable
que la técnica sea sencilla de realizar, robusta, econémica, rapida y
que permita una interpretacion facil y objetiva de los resultados. Se-
gln el objetivo que se persiga, bien el analisis de un aumento de ca-
sos en un momento puntual o bien el estudio de la relaciéon clonal
entre aislados de una especie en un centro, es importante también
considerar la posibilidad de poder establecer una base de datos de
perfiles genéticos. La automatizacién del proceso de tipificacion con-
tribuye a la estandarizacién y la mejora de la reproducibilidad de la
técnica. Los sistemas automatizados de tipificacién molecular, como
el sistema de rep-PCR Diversilab de bioMérieux, incorporan ademas
un software que facilita el andlisis de los perfiles y permite crear una
base de datos con dichos perfiles.

El interrogante que posiblemente se plantea con mayor frecuen-
cia a la hora de estudiar un brote es acerca del tipo de método mole-
cular que debe utilizarse. En principio se podria utilizar un método
rapido, como por ejemplo una rep-PCR, o un método algo menos ra-
pido pero con mayor poder de discriminaciéon, como ocurre con la
ECP. Decidir por una u otra técnica dependera de la disponibilidad de
la infraestructura necesaria para realizar la REP-PCR o la ECP, del tipo

de informacion epidemioldgica que se pretende obtener y de la rapi-
dez con la que se quiere obtener dicha informacion y la realizacién
del andlisis de los resultados.

Cuando hay datos que hacen sospechar el inicio de un brote es
importante obtener informacién epidemiolégica preliminar de for-
ma rapida y que sea fiable. En la investigacién de cualquier brote
es fundamental conocer el nimero de clones implicados (y la rela-
cién que hay entre ellos), identificar el origen o reservorio del bro-
te y determinar las vias de transmisién. En las fases iniciales del
brote es poco probable que se produzcan fenémenos de microevo-
lucién (diversificaciéon génica) en un periodo tan corto. Bajo esta
asuncién es de esperar que no se produzcan cambios importantes
en los perfiles de ADN, pudiendo descartar con cierta seguridad
que perfiles idénticos o similares pertenezcan a clones distintos.
Estariamos ante un caso de epidemiologia local o a corto plazo en
el que interesa tomar medidas eficaces de prevencion, vigilancia y
control del brote. En este contexto, la REP-PCR puede ser una he-
rramienta de tipificaciéon adecuada para responder a las cuestiones
planteadas.

Otra situacion distinta es cuando ademas de la informacion re-
querida para controlar el brote, interesa saber la dindmica clonal en
el tiempo; es decir, la relacién que hay entre clones de brotes ocurri-
dos en el pasado y clones mas recientes. En esta situacion es proba-
ble que ocurran fenémenos de diversificacion o microevolucién (p.
ej., deriva genética), por lo que es preferible utilizar la ECP.

Finalmente, como se ha citado anteriormente para estudios epi-
demiolé6gicos globales (multicéntricos o intercontinentales) en los
que interesa obtener informacién relacionada con la estructura po-
blacional, se utilizan preferiblemente métodos de tipado mas com-
plejos y costosos, como el MLST o el AFLP, aunque la ECP podria tener
utilidad en esta situacién.

Agradecimientos

A Pilar Egea Miranda y Francisco Caballero Moyano por su ayuda
en la edicién de las imagenes.

Financiacion

Financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion, Instituto de
Salud Carlos III. Cofinanciado por el Fondo Europeo de Desarrollo Re-
gional “Una manera de hacer Europa” FEDER, Red Espafiola de Inves-
tigacién en Patologia Infecciosa (REIPI RD06/0008).

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.



F. Ferndndez Cuenca et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2013;31(Supl 1):20-25 25

Bibliografia

1

N

w

o

I

~

%

Guarro ], Solé M, Castany R, Cano J, Teixid6 A, Pujol I, et al. Use of random amplified
microsatellites to type isolates from an outbreak of nosocomial aspergillosis in a
general medical ward. Med Mycol. 2005;43:365-71.

Hamada N, Gotoh K, Hara K, Iwahashi ], Imamura Y, Nakamura S, et al. Nosocomial
outbreak of epidemic keratoconjunctivitis accompanying environmental
contamination with adenoviruses. ] Hosp Infect. 2008;68:262-8.

. Greig ]JD, Lee MB. A review of nosocomial norovirus outbreaks: infection control

interventions found effective. Epidemiol Infect. 2012;140:1151-60.

Moro ML, Romi R, Severini C, Casadio GP, Sarta G, Tampieri G, et al. Patient-to-
patient transmission of nosocomial malaria in Italy. Infect Control Hosp Epidemiol.
2002;23:338-41.

Velasco C, Rodriguez-Bafio ], Garcia L, Diaz P, Lupién C, Duran L, et al. Eradication
of an extensive outbreak in a neonatal unit caused by two sequential Klebsiella
pneumoniae clones harbouring related plasmids encoding an extended-spectrum
beta-lactamase. ] Hosp Infect. 2009;73:157-63.

Conejo MC, Dominguez MC, Lopez-Cerero L, Serrano L, Rodriguez-Bafio ], Pascual
A. Isolation of multidrug-resistant Klebsiella oxytoca carrying blaIMP-8, associated
with OXY hyperproduction, in the intensive care unit of a community hospital in
Spain. ] Antimicrob Chemother. 2010;65:1071-3.

Robustillo Rodela A, Diaz-Agero Pérez C, Sanchez Sagrado T, Ruiz-Garbajosa P, Pita
Lépez MJ, Monge V. Emergence and outbreak of carbapenemase-producing KPC-3
Klebsiella pneumoniae in Spain, September 2009 to February 2010: control
measures. Euro Surveill. 2012;17.

Rodriguez-Bafio ], Garcia L, Ramirez E, Martinez-Martinez L, Muniain MA,
Fernandez-CuencaF, et al. Long-term control of hospital-wide, endemic multidrug-
resistant Acinetobacter baumannii through a comprehensive “bundle” approach.
Am ] Infect Control. 2009;37:715-22.

Pefla C, Sudrez C, Tubau F, Juan C, Moya B, Dominguez MA, et al. Nosocomial
outbreak of a non-cefepime-susceptible ceftazidime-susceptible Pseudomonas
aeruginosa strain overexpressing MexXY-OprM and producing an integron-borne
PSE-1 B-Lactamase. ] Clin Microbiol. 2009;47:2381-7.

. Rodriguez-Bafio ], Garcia L, Ramirez E, Lupién C, Muniain MA, Velasco C, et al.

Long-term control of endemic hospital-wide methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA): the impact of targeted active surveillance for MRSA in patients and
healthcare workers. Infect Control Hosp Epidemiol. 2010;31:786-95.

. Montesinos I, Campos S, Ramos M], Ruiz-Garbajosa P, Riverol D, Batista N, et al.

Study of the first outbreak of vanA Enterococcus faecium in the Canary Islands.
Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28:430-4.

. Sanchez Garcia M, De la Torre MA, Morales G, Peldez B, Tolon MJ, Domingo S, et al.

Clinical outbreak of linezolid-resistant Staphylococcus aureus in an intensive care
unit. JAMA. 2010;303:2260-4.

. Bustinza A, Solana MJ, Padilla B, Lopez-Herce ], Santiago M]J, Marin M. Nosocomial

outbreak of Clostridium difficile-associated disease in a pediatric intensive care
unit in Madrid. Infect Control Hosp Epidemiol. 2009;30:199-201.

. Rodriguez-Bafio J, Pic6n E, Gijon P, Herndndez JR, Ruiz M, Pefia C, et al. Community-

onset bacteremia due to extended-spectrum beta-lactamase-producing Escherichia
coli: risk factors and prognosis. Clin Infect Dis. 2010;50:40-8.

. Manzur A, De Gopegui ER, Dominguez M, Mariscal D, Gavalda L, Pérez ]JL, et al.

Clinical significance of methicillin-resistant Staphylococcus aureus colonization in
residents in community long-term-care facilities in Spain. Epidemiol Infect.
2012;140:400-6.

16.

20.

21.

22.

23.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

Fernandez-Cuenca F, Lopez-Cortés LE, Rodriguez-Bafio ]J. The microbiology
laboratory’s contribution to the surveillance and control of outbreaks caused by
nonfermentative Gram-negative bacilli. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2011;29
Suppl 3:40-6.

. Singh A, Goering RV, Simjee S, Foley SL, Zervos M]. Application of molecular

techniques to the study of hospital infection. Clin Microbiol Rev. 2006;19:512-30.

. Blanc DS. The use of molecular typing for epidemiological surveillance and

investigation of endemic nosocomial infections. Infect Genet Evol. 2004;4:193-7.

. Foley SL, Lynne AM, Nayak R. Molecular typing methodologies for microbial source

tracking and epidemiological investigations of Gram-negative bacterial foodborne
pathogens. Infect Genet Evol. 2009;9:430-40.

Ferndndez-Cuenca F. Applications of PCR techniques for molecular epidemiology
of infectious diseases. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2004;22:355-60.

Threlfall EJ, Hampton MD, Chart H, Rowe B. Use of plasmid profile typing for
surveillance of Salmonella enteritidis phage type 4 from humans, poultry and
eggs. Epidemiol Infect. 1994;112:25-31.

Sougakoff W. Molecular epidemiology of multidrug-resistant strains of
Mycobacterium tuberculosis. Clin Microbiol Infect. 2011;17:800-5.

Goering RV. Pulsed field gel electrophoresis: a review of application and
interpretation in the molecular epidemiology of infectious disease. Infect Genet
Evol. 2010;10:866-75.

. Swaminathan B, Barrett T], Hunter SB, Tauxe RV; CDC PulseNet Task Force.

PulseNet: the molecular subtyping network for foodborne bacterial disease
surveillance, United States. Emerg Infect Dis. 2001;7:382-9.

Seifert H, Dolzani L, Bressan R, Van der Reijden T, Van Strijen B, Stefanik D, et al.
Standardization and interlaboratory reproducibility assessment of pulsed-field gel
electrophoresis-generated fingerprints of Acinetobacter baumannii. ] Clin Microbiol.
2005;43:4328-35.

Murchan S, Kaufmann ME, Deplano A, De Ryck R, Struelens M, Zinn CE, et al.
Harmonization of pulsed-field gel electrophoresis protocols for epidemiological
typing of strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus: a single approach
developed by consensus in 10 European laboratories and its application for tracing
the spread of related strains. ] Clin Microbiol. 2003;41:1574-85.

Welsh ], McClelland M. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers.
Nucleic Acids Res. 1990;18:7213-8.

Eckert C, Van Broeck ], Spigaglia P, Burghoffer B, Delmée M, Mastrantonio P, et al.
Comparison of a commercially available repetitive-element PCR system
(DiversiLab) with PCR ribotyping for typing of Clostridium difficile strains. ] Clin
Microbiol. 2011;49:3352-4.

Decker BK, Pérez F, Hujer AM, Hujer KM, Hall GS, Jacobs MR, et al. Longitudinal
analysis of the temporal evolution of Acinetobacter baumannii strains in Ohio, USA,
by using rapid automated typing methods. PLoS One. 2012;7:e33443.

Mathema B, Kurepina NE, Bifani PJ, Kreiswirth BN. Molecular epidemiology of
tuberculosis: current insights. Clin Microbiol Rev. 2006;19:658-85.

Savelkoul PHM, Aarts HJM, De Haas ], Dijkshoorn L, Duim B, Otsen M, et al.
Amplified-fragment length polymorphism analysis: the state of an art. J Clin
Microbiol. 1999;37:3083-91.

Vazquez JA, Berr6n S. Multilocus sequence typing: el marcador molecular de la era
de Internet. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2004;22:113-20.

Hamouda A, Evans BA, Towner K], Amyes SG. Characterization of epidemiologically
unrelated Acinetobacter baumannii isolates from four continents by use of
multilocus sequence typing, pulsed-field gel electrophoresis, and sequence-based
typing of bla (OXA-51-like) genes. ] Clin Microbiol. 2010;48:2476-83.



