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R E S U M E N

Las técnicas de tipificación molecular son útiles en la vigilancia y control de brotes porque permiten cono-
cer la clonalidad entre aislados, identificar reservorios y determinar vías de transmisión. La electroforesis 
en campo pulsado (ECP) es la técnica de referencia de tipificación debido a que tiene un elevado poder de 
discriminación. Entre las limitaciones más importantes de la ECP están el elevado coste del equipo, su labo-
riosidad y el tiempo necesario para analizar los pulsotipos. Aunque hay numerosas técnicas de tipificación 
basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la más utilizada es la PCR de secuencias de ADN 
repetidas (REP-PCR). Estas técnicas son más económicas, menos laboriosas (algunas son semiautomatiza-
das y están comercializadas, como el Diversilab de bioMérieux), y suelen generar patrones de bandas rela-
tivamente más fáciles de interpretar que la ECP. El poder de discriminación 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 pequeños y 
de corta evolución, en los que interesa obtener una información con rapidez, es preferible utilizar una téc-
nica de PCR. En brotes más complejos y de mayor duración, en los que interesa conocer además la evolu-
ción o dinámica de los clones con el tiempo, es más rentable utilizar la ECP. Los métodos de tipificación 
basados en la secuenciación del ADN, como el MLST, se utilizan para estudios epidemiológicos globales o 
para analizar la estructura poblacional de los microorganismos.

© 2012 Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.

Molecular typing methods for infection monitoring and control 

A B S T R A C T

Molecular typing methods are useful in the surveillance and control of nosocomial outbreaks because they 
can provide information on the clonal relatedness among isolates, identify reservoirs, and determine routes 
of transmission. The gold standard assay for molecular typing is pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) due 
to its high discriminatory power. Some major disadvantages of PFGE include the high cost of the equipment, 
its labor intensiveness (the technique is not automated) and the time required to analyze the profiles of 
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.

© 2012 Elsevier España, S.L. All rights reserved.
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Introducción

Las enfermedades infecciosas se han convertido en un serio pro-
blema de salud pública. Las infecciones nosocomiales adquieren es-
pecial relevancia en el campo de las enfermedades infecciosas por la 
elevada morbilidad y mortalidad añadida que ocasionan, y por el 
gasto económico que implican, además del impacto social que origi-
nan. El ambiente hospitalario constituye un ecosistema favorable 
para la producción de brotes. Aunque los brotes nosocomiales pue-
den estar causados por algunos hongos (Aspergillus spp.)1, virus 
(p. ej., adenovirus2, norovirus3) y parásitos (p. ej., Plasmodium 

malarie)4, son los de etiología bacteriana los que presentan mayor 
interés desde el punto de vista epidemiológico. Son especialmente 
trascendentales los brotes causados por cepas de Klebsiella spp. pro-
ductora de β-lactamasa de espectro extendido (BLEE)5, bacterias 
productoras de carbapenemasas (enterobacterias6,7, Acinetobacter 
baumannii8, Pseudomonas aeruginosa9), Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina (SARM)10, Enterococcus spp. resistente a vancomi-
cina11, Staphylococcus resistentes a linezolid12, Clostridium difficile13, 
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 últimos años 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 BLEE14 o SARM15. 

El laboratorio de microbiología tiene que participar de forma ac-
tiva en la comisión de infecciones y política de antibióticos de los 
centros hospitalarios en los equipos de control de infección nosoco-
mial16. Entre las actividades de los laboratorios de microbiología des-
taca la tipificación o tipado molecular, que ofrece una información 
muy útil en la investigación de brotes, tanto en la fase de detección 
como en la de contención y resolución17-19. La detección de un brote 
se basa, de forma tradicional, en la acumulación de casos en un corto 
período. Sin embargo, disponer de una base de perfiles fenotípicos o 
genéticos de un determinado microorganismo nos permite detectar 
episodios “ocultos” de transmisión 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 patógenos nosocomiales, en las actividades de control y 
en la comprensión de las dinámicas de introducción y sustitución de 
clones. Por otra parte, la posibilidad de discriminar entre pacientes 
relacionados con un brote de los que no lo están supone uno de los 
pasos más importantes para el abordaje de un brote, establecer su 
dimensión y estudiar las características epidemiológicas de los im-
plicados. Por último, permite relacionar o confirmar la existencia de 
reservorios o vehículos de transmisión. La información que propor-
cionan las técnicas de tipado, si se adecúa la técnica al problema 
planteado y se proporciona en un tiempo corto, permite diseñar me-
didas de actuación apropiadas. Por lo tanto tenemos que dejar de 
considerar las técnicas de tipificación molecular como una herra-
mienta exclusivamente dirigida a evaluar de manera retrospectiva 
brotes nosocomiales de infección. Su uso razonable en “tiempo real” 
permite la toma de decisiones en el contexto del equipo de control 
de infección nosocomial, que evita la aparición o diseminación de 
brotes nosocomiales o mejora su control. Además, nos permite estu-
diar la epidemiología de clones multirresistentes en nuestros centros 
hospitalarios. 

Tipificación molecular

Las técnicas de tipificación se han clasificado tradicionalmente en 
fenotípicas (basadas en características bioquímicas o fisiológicas de 
los microorganismos) y genotípicas o moleculares (basadas en el es-
tudio del ADN)17-19. 

Las técnicas de tipificación fenotípicas se usan cada vez con me-
nos frecuencia en la investigación de brotes por los problemas de 
baja reproducibilidad y poder de discriminación que tienen. No obs-
tante, algunas técnicas fenotípicas, como el perfil de resistencia anti-
microbiana o antibiotipo, pueden ser muy útiles en algunas situacio-
nes, como sucede por ejemplo cuando el laboratorio de microbiología 
detecta un nuevo fenotipo de resistencia, diferente del habitual, que 
incrementa su aparición, sobre todo en algunas áreas hospitalarias 
concretas.

Las técnicas moleculares de tipificación se diferencian de las téc-
nicas fenotípicas porque pueden aplicarse a un mayor número de 
especies microbianas, tienen mayor poder de tipificación, son más 
reproducibles y tienen mayor poder de discriminación. El interés de 
estas técnicas radica en su capacidad para establecer la relación ge-
nética (clonalidad) que existe entre aislados implicados en un brote, 
además de ser herramientas muy útiles para confirmar la fuente de 
infección o reservorio. 

En los últimos 25 años se ha producido un extraordinario avance 
en el desarrollo y aplicación de técnicas de tipificación molecular en 
la investigación de brotes17-20. Los métodos moleculares de tipifica-
ción pueden utilizar como diana tanto ADN cromosómico como ADN 
de elementos genéticos móviles de transmisión horizontal (plásmi-
dos, transposones, integrotes y secuencias de inserción). Se pueden 
clasificar en 3 grandes grupos de técnicas: a) las basadas en el estu-
dio de los perfiles de restricción del ADN (plasmídico o cromosómi-
co); b) las que se fundamentan en la amplificación de secuencias de 
ADN mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), y c) las 
basadas en la secuenciación parcial de genes.

Métodos basados en la restricción del ADN

Estudio de los perfiles de ADN plasmídico. El estudio de los perfiles 
de plásmidos es una técnica relativamente sencilla de realizar y de 
interpretar. Se requiere una extracción de los plásmidos, general-
mente mediante una lisis celular, que posteriormente son separados 
mediante electroforesis en gel de agarosa. El análisis de los perfiles 
de plásmidos se realiza considerando el número de bandas de ADN 
plasmídico y sus respectivos tamaños. Este método de tipificación se 
ha aplicado con relativa frecuencia al estudio de brotes causados por 
enterobacterias como K. pneumoniae y Salmonella spp.21, aunque ac-
tualmente esta metodología se limita al estudio de brotes pequeños, 
y siempre de forma conjunta o complementaria a otras técnicas ba-
sadas en el estudio de ADN cromosómico. Su bajo poder de discrimi-
nación se ha relacionado con problemas metodológicos, como puede 
ocurrir con la extracción de algunos plásmidos de gran tamaño (me-
gaplásmidos) que resultan difíciles de separar mediante electrofere-
sis convencional, y de interpretación de resultados. Una alternativa 
para aumentar el poder de discriminación de esta técnica consiste en 
digerir los extractos plasmídicos con varias enzimas de restricción 
(perfil de restricción plasmídica).

Aunque los perfiles plasmídicos suelen ser simples (no suelen 
presentar demasiadas bandas), pueden estar sujetos a cierta variabi-
lidad que complica su interpretación. Los plásmidos pueden presen-
tar diferentes conformaciones dependiendo del grado de superenro-
llamiento. Por esta razón, un mismo plásmido puede presentar 
diferentes patrones de movilidad electroforética, que nos pueden ha-
cer pensar que se tratan o que corresponden a plásmidos diferentes. 
Otra consideración importante es que plásmidos con diferente se-
cuencia de ADN pueden presentar el mismo perfil de movilidad elec-
troforética, ya que pueden tener tamaños muy similares que no se 
diferencian en electroforesis convencional. Aislados de un mismo 
clon pueden tener distinto contenido en plásmidos debido a que es-
tos elementos genéticos son móviles y pueden integrarse en el cro-
mosoma, transferirse a otras cepas bacterianas, o recombinar con 
otros plásmidos de la misma o diferente especie en el transcurso del 
mismo brote. Además, un mismo plásmido en diferentes aislados 



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

puede estar sujeto o distintos procesos de pérdida de ADN, como 
deleciones, o ganancia de otros elementos genéticos móviles, como 
transposones, integrones y secuencias de inserción.

Estudio de los perfiles de restricción de ADN cromosómico. Esta me-
todología se basa en la digestión del ADN cromosómico con una en-
zima de restricción, generándose un número variable de fragmentos 
de diferente tamaño que se separan en geles de agarosa mediante 
electroforesis convencional (RFLP) o electroforesis en campo pulsado 
o pulsátil (ECP). La diferencia fundamental es el número de fragmen-
tos que genera cada tipo de restricción: enzimas de corte frecuente 
(RFLP) o poco frecuente (ECP).

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

La técnica de RFLP-IS6110 se consideró, durante mucho tiempo, el 
método de referencia de tipado de Mycobacterium tuberculosis22. El 
ADN cromosómico se digiere con el enzima de restricción Pvull y los 
fragmentos se separan mediante electroforesis. La detección de los 
fragmentos se realiza por hibridación de una sonda de ADN que re-
conoce a la secuencia de inserción IS6110.

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

Para separar fragmentos de mayor tamaño (hasta 1.000 kb) es 
preferible utilizar la ECP. Esta técnica ha mostrado ser altamente re-
producible y con un poder de discriminación elevado, por lo que se 
ha convertido en el método de referencia de tipificación para la ma-
yoría de las bacterias con interés epidemiológico23. La ECP se basa en 
la separación electroforética en campo pulsado del ADN cromosómi-
co digerido con una enzima de restricción con baja frecuencia de 
corte. Los perfiles de ADN (pulsotipos) presentan entre 10 y 30 frag-
mentos de ADN con un tamaño variable, que oscila entre 10 y 800 kb. 
La interpretación de los pulsotipos se realiza aplicando los criterios 
de Tenover et al, y suele ser relativamente fácil cuando se trabaja con 
unas pocas cepas. Cuando el número de cepas es elevado o los perfi-
les de bandas son complejos es conveniente recurrir a la utilización 
de un software específico, como por ejemplo BioNumerics (Applied 
Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) o GelCompar (Applied MAths). 
Estos programas permiten normalizar las condiciones de migración 
de los perfiles electroforéticos entre experimentos diferentes, por lo 
que se pueden almacenar los perfiles electroforéticos en bases de 
datos. Disponer de un histórico de aislados del centro es lo que per-
mite establecer conexiones que estaban “ocultas” si no conducían a 
un aumento inmediato del número de casos. Además, contienen un 
algoritmo para realizar estudios de filogenia que permiten establecer 
relaciones evolutivas o de parentesco entre los aislados, mediante la 
utilización de dendogramas. 

Existe una serie de parámetros básicos de la ECP que deben defi-
nirse o determinarse en el laboratorio para asegurar una buena 
reproducibilidad24,25. Los más importantes son la normalización del 
gel, el porcentaje de tolerancia en la posición de las bandas y punto 
de corte de similaridad para definir los clusters. Otra limitación im-
portante de la ECP es que solo existen protocolos de trabajo consen-
suados en algunas especies, como S. aureus (proyecto Harmony)26, E. 

coli y Salmonella (Pulsenet)24 o A. baumannii25, y las bases de datos 
son locales, por lo que es difícil intercambiar información entre re-

giones geográficas alejadas. Los inconvenientes más destacados de la 
ECP son su relativo elevado coste económico inicial, excesiva laborio-
sidad (proceso no automatizado) y el tiempo necesario para obtener 
y analizar los resultados (una semana como mínimo), por lo que re-
sulta una metodología poco práctica para introducirla en la rutina de 
un laboratorio convencional de microbiología clínica. Las ventajas 
consisten en que se pueden aplicar a un gran número de especies 
bacterianas, se puede almacenar los perfiles, al menos de forma local 
y, sobre todo, su alto nivel de discriminación, ya que analizan una 
gran parte del cromosoma bacteriano. Esta capacidad de detectar pe-
queñas variaciones entre los aislados le confiere características idó-
neas para el estudio de brotes a nivel local.

Métodos basados en la amplificación de ácidos nucleicos

Estas técnicas analizan una pequeña porción del cromosoma. La 
amplificación se realiza mediante PCR utilizando como dianas genes 
o secuencias de ADN polimórficas que se encuentran distribuidas por 
el cromosoma17-20. Tradicionalmente, los formatos utilizados para la 
separación y detección de los amplicones se han fundamentado en la 
electroforesis en gel de agarosa y la tinción con bromuro de etidio, 
aunque en los últimos años se han desarrollado otros formatos que 
ofrecen más ventajas o rentabilidad.

En comparación con la ECP, los métodos de PCR destacan por su 
menor laboriosidad o complejidad técnica, su flexibilidad (que le 
permite trabajar con un elevado número de muestras y con diferen-
tes tipos de formatos de PCR), la rapidez en la obtención de los resul-
tados (entre 24 y 48 h) y la sencillez para realizar la interpretación de 
los resultados, debido a que los perfiles obtenidos suelen ser menos 
complejos que los obtenidos mediante ECP20 (fig. 1). Su poder de dis-
criminación es razonablemente elevado, aunque puede ser similar o 
inferior al de la ECP, dependiendo del microorganismo y de la técnica 
de PCR utilizada17,20. 

Entre las limitaciones técnicas más importantes están la inhibi-
ción de la reacción de amplificación y la contaminación de las mues-
tras. Respecto a la reproducibilidad, esta es variable dependiendo de 
las características del método de extracción del ADN y de los forma-
tos de amplificación y detección. Para asegurar una buena reprodu-
cibilidad de la técnica se requiere que cada laboratorio optimice y 
estandarice los procesos de extracción, amplificación y detección. A 
pesar de que en los últimos años se ha llevado a cabo un esfuerzo en 
su estandarización, son técnicas que no suelen permitir la normali-
zación entre experimentos, por lo que no son adecuadas para conser-
var un histórico de perfiles.

La PCR con cebadores arbitrarios (AP-PCR), también denominada 
RAPD (random amplification polymorphic DNA) o técnica de amplifi-
cación al azar de ADN polimórfico, se caracteriza por utilizar un úni-
co cebador de unos 10 nucleótidos que hibrida aleatoriamente, en 
condiciones de baja temperatura (entre 36 y 45 °C), con regiones 
inespecíficas del cromosoma17,19,27. Este método de tipificación es rá-
pido, poco laborioso y permite realizar un análisis sencillo de los 
perfiles de bandas.

El problema o inconveniente más 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 extracción, la concentración de ADN molde, el 
tipo de Taq polimerasa, el tipo de termociclador y, sobre todo, la tem-
peratura de hibridación y la concentración de iones magnesio17. Aun-
que el poder de discriminación de la AP-PCR es inferior al de la ECP, 
puede incrementarse mediante la inclusión de varios cebadores en 
reacciones independientes.

Otro método de tipificación molecular muy utilizado en los estu-
dios de brotes es la rep-PCR17,19. Esta técnica se fundamenta en la uti-
lización de cebadores que hibridan de forma específica con unas se-
cuencias de ADN repetitivas (secuencias rep), de función desconocida, 
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que se encuentran dispersas por todo el genoma de muchas bacte-
rias, hongos y parásitos. Hay 3 familias de secuencias repetitivas: las 
secuencias repetitivas palindrómicas 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 más 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 
número de secuencias repetitivas y por la distancia que hay entre 
dichas secuencias (se amplifica la región de ADN que separa las se-
cuencias REP). La técnica de REP-PCR es muy sencilla, rápida (menos 
de 2 días), reproducible (generalmente más que la AP-PCR pero me-
nos que la ECP) y económica. Los perfiles de ADN presentan un nú-
mero de bandas inferior al de los obtenidos mediante ECP, por lo que 
la definición de los perfiles y el análisis de la relación que existe entre 
ellos son relativamente sencillos (fig. 2). Los procesos de la REP-PCR, 
incluido el análisis e interpretación 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 microorganismos28,29. Presenta una elevada reproducibilidad 
en comparación con la técnica manual, y permite una interpretación 
sencilla de los resultados debido a que el sistema incorpora un soft-

ware específico que permite analizar perfiles y agruparlos en clusters. 
La implementación de estos sistemas en el laboratorio supone ahorro 
en tiempo y personal, pero tiene el inconveniente de su elevado cos-
te económico.

Existen otras variantes metodológicas de tipificación molecular 
basadas en la PCR de secuencias repetidas específicas de las mico-
bacterias del complejo de M. tuberculosis, como la técnica de espoli-
gotipado, basada en la amplificación de las regiones espaciadoras de 
las regiones DR (direct repeat) y la técnica MIRU-VNTR, basada en el 
estudio del polimorfismo del número de repeticiones de secuencias 
en tándem30.

El estudio del polimorfismo en la longitud de los fragmentos obte-
nidos por digestión con enzimas de restricción de productos de PCR 
(PCR-RFLP) es una técnica de tipado que puede ser útil. Un tipo parti-
cular de técnica de PCR-RFLP es la PCR-ribotipia, basada en la ampli-
ficación de las regiones espaciadoras de genes ribosomales, como el 
16S y el 23S17,19. La técnica de PCR-RFLP posee un poder de discrimina-

ción variable que depende del gen estudiado y de la enzima de res-
tricción. Su poder de discriminación, inferior al de la ECP, se incre-
menta con la utilización de varias enzimas de restricción. Las ventajas 
más destacables son su rapidez y la simplicidad de la técnica. La re-
producibilidad y el poder de discriminación son aceptables, aunque 
inferiores a los de las técnicas descritas anteriormente. Para incre-
mentar el poder de discriminación se pueden utilizar varias enzimas 
de restricción diferentes. El análisis de los perfiles es sencillo y el 
tiempo de obtención de resultados aceptable (menos de 48 h). La ri-
botipia es muy útil para el estudio de brotes en los que puedan estar 
implicadas cepas hipervirulentas de C. difficile con el ribotipo 02728. 

La técnica de amplificación basada en el estudio de los polimor-
fismos de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) no se 
suele utilizar en el estudio de pequeños brotes17,19,31. Esta técnica se 
reserva para estudios epidemiológicos 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 genómico se 
digiere con 1 o 2 enzimas de restricción y a los fragmentos generados 
se les unen unos adaptadores que posteriormente hibridan, durante 
el proceso de amplificación, con unos cebadores específicos marca-
dos normalmente con un producto fluorescente. La separación de los 
fragmentos se puede realizar en un secuenciador de ácidos nuclei-
cos. En cuanto al poder de discriminación del AFLP este puede ser 
similar o superior al de la ECP, dependiendo del microorganismo.

Métodos basados en la secuenciación de ADN

De los métodos de tipificación basados en la secuenciación de 
ADN, con el que existe más experiencia es con el MLST (multilocus 

sequencing typing)17,19,32. Esta técnica se fundamenta en la secuencia-
ción parcial de 6 o 7 genes metabólicos muy conservados (housekee-

ping genes) que están sujetos a escasa presión 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 
electrónico y se pueden intercambiar entre laboratorios muy distan-
tes geográficamente, lo que permite poder comparar perfiles o se-
cuencias tipo entre aislados de distintos países 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 

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii 

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

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

Criterios de selección de técnicas de tipificación molecular 

Las técnicas de tipificación moleculares no deben utilizarse de 
forma sistemática ante la sospecha de un brote. En caso de que esté 
justificado el estudio epidemiológico 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 están epidemiológicamente relacionados y proceden de un mismo 
progenitor o clon, si están genéticamente relacionados. Por el contra-
rio, los aislados que no estén relacionados epidemiológicamente ten-
drán genotipos diferentes. 

Dada la gran diversidad de técnicas de tipificación molecular re-
sulta difícil decidirse por la más idónea para estudiar un brote. En 
general se deben considerar tanto factores o criterios de tipo técnico 
como de tipo económico, intentando buscar siempre un equilibrio en 
términos de rentabilidad o de coste-eficacia que permita resolver un 
problema epidemiológico concreto.

Desde el punto de vista técnico, la tipificación tiene que cumplir 
estos 3 requisitos básicos: a) capacidad de tipificación (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. Además es recomendable 
que la técnica sea sencilla de realizar, robusta, económica, rápida y 
que permita una interpretación fácil y objetiva de los resultados. Se-
gún el objetivo que se persiga, bien el análisis de un aumento de ca-
sos en un momento puntual o bien el estudio de la relación 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 automatización del proceso de tipificación con-
tribuye a la estandarización y la mejora de la reproducibilidad de la 
técnica. Los sistemas automatizados de tipificación molecular, como 
el sistema de rep-PCR Diversilab de bioMérieux, incorporan además 
un software que facilita el análisis 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 podría utilizar un método 
rápido, como por ejemplo una rep-PCR, o un método algo menos rá-
pido pero con mayor poder de discriminación, como ocurre con la 
ECP. Decidir por una u otra técnica dependerá de la disponibilidad de 
la infraestructura necesaria para realizar la REP-PCR o la ECP, del tipo 

de información epidemiológica que se pretende obtener y de la rapi-
dez con la que se quiere obtener dicha información y la realización 
del análisis de los resultados. 

Cuando hay datos que hacen sospechar el inicio de un brote es 
importante obtener información epidemiológica preliminar de for-
ma rápida y que sea fiable. En la investigación de cualquier brote 
es fundamental conocer el número de clones implicados (y la rela-
ción que hay entre ellos), identificar el origen o reservorio del bro-
te y determinar las vías de transmisión. En las fases iniciales del 
brote es poco probable que se produzcan fenómenos de microevo-
lución (diversificación génica) en un período tan corto. Bajo esta 
asunción 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. 
Estaríamos ante un caso de epidemiología local o a corto plazo en 
el que interesa tomar medidas eficaces de prevención, vigilancia y 
control del brote. En este contexto, la REP-PCR puede ser una he-
rramienta de tipificación adecuada para responder a las cuestiones 
planteadas.

Otra situación distinta es cuando además de la información re-
querida para controlar el brote, interesa saber la dinámica clonal en 
el tiempo; es decir, la relación que hay entre clones de brotes ocurri-
dos en el pasado y clones más recientes. En esta situación es proba-
ble que ocurran fenómenos de diversificación o microevolución (p. 
ej., deriva genética), por lo que es preferible utilizar la ECP.

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