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Resumen

Las infecciones nosocomiales o intrahospitalarias continfan siendo en la actualidad un grave problema de salud
pablica principalmente por falta de monitoreo y control permanentes. En los Gltimos afios, el analisis
epidemioldgico de las infecciones nosocomiales ha evolucionado y ha experimentado importantes cambios, desde
la caracterizacion fenotipica hasta el desarrollo de técnicas de biologia molecular y la utilizacion del genoma de
los microbios e investigaciones basadas en la utilizacion de chips de ADN. En el presente trabajo hacemos una
revision de algunas publicaciones sobre este tema y analizamos las ventajas y desventajas de varios métodos de
tipificacion y su utilidad epidemiologica.
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Summary

The nosocomial or intrahospitable infections mainly continue being at the present time a serious problem of public
health by lack of permanent monitored and control. In the last years, the analysis epidemiologist of the
nosocomiales infections has evolved and experienced important changes, from the phenotypic characterization to
the development of techniques of molecular Biology and the use of the genome of the microbes and investigations
based on the use of DNA Chips. In the present work we make an overhaul of some publications on this subject and
analyzed the advantages and disadvantages of several methods of typing and their utility epidemiologist.
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aparecido sintomas muy sugestivos de que ellpaciente
ha adquirido una nueva infeccion.? '
Se ha demostrado que en las IN es prioritaria la
vigilancia y control, lo que puede proporcionarnos
importantes datos epidemioldgicos como la
identificacion de epidemias, en base a lo cual se
implementaran las actividades prioritarias para su
control. Esta vigilancia puede efectuarse en todo el
hospital, desgraciadamente con costos altos, o bien
observando las zonas de alto riesgo, con lo cual se
logra disminuir significativamente los mismos.

En los 0ltimos 20 anos se han desarrollado técnicas
especiales para reconocer y tipar la mayoria de

INTRODUCCION

La infeccion nosocomial (IN) es la que adquiere un
paciente durante su hospitalizacion, que no la padecia
antes ni la estaba incubando al momento de su
admision.' La infeccidn es nosocomial si los signos,
sintomas y/o cultivos son positivos después de 48-72
horas de la admision del paciente al hospital> en
cambio, una infeccidn no se considera nosocomial
cuando estd asociada a una complicaciébn o una
diseminacion que ya estaba presente en el momento
del ingreso, si no ha cambiado el germen causal ni han
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organismos que producen infecciones hospitalarias.
Estos métodos ayudan a diferenciar o a agrupar
organismos cercanos, de la misma especie, en base a
caracteres sencillos de los organismos a los que se
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denominan marcadores. Cuando estos organismos
muestran diferencias de acuerdo con el marcador
aplicado, se considera que son epidemiologicamente
distintos, mientras que cuando presentan el mismo
patron, tomamos como evidencia de que existe una
relacion epidemioldgica entre las cepas.’

En muchos casos es fécil obtener evidencia acerca del
origen nosocomial de una infeccion pero en otros hace
falta aplicar métodos de tipificacion més sofisticados
para descubrir la fuente de infeccion. El estudio
microbiologico de las infecciones nosocomiales se
puede dividir en dos niveles, el primero se lleva a cabo
en el laboratorio del hospital mediante el aislamiento
e identificacidn del agente causal y el segundo que se
realiza en un laboratorio de referencia mediante la
tipificacion de los microorganismos aislados en el
primer nivel por medio de métodos que reconocen
caracteres elementales del agente. La aplicacion de
estos marcadores permite reconocer la existencia de
relaciones epidemiologicas entre los organismos.*
En la presente revision enfocaremos la importancia de
la vigilancia y control de las IN y el rol esencial del
laboratorio microbioldgico e intentaremos valorar los
mas actuales y mejores estudios epidemiologicos que
analicen la importancia de las IN.

CARACTERIZACION E
IDENTIFICACION
EPIDEMIOLOGICA

Como habiamos sehalado, la vigilancia y control de
las IN es de fundamental importancia. Este control
tiene que basarse en una vision holistica y
multidisciplinaria, en la cual la caracterizacion del
germen y los datos clinicos disponibles deben ser
aplicados para determinar la naturaleza del problema
epidemiologico.” En cambio, la valoracion
epidemiologica se relaciona en gran parte con la
basqueda de una caracterizacion definitiva del
patogeno causante de la IN, mediante la comparacion
de caracteristicas especificas que identifiquen una
cepa causante de una diseminacion en la poblacion,
sin pasar por alto variantes epidemiologicas relevantes
como los subtipos o discriminando muestras que no
tengan ninguna relacion.’

El desarrollo de la epidemiologia hospitalaria basada
en el anilisis de marcadores epidemiologicos
representa uno de los campos de la microbiologia que
ha experimentado cambios fundamentales en los
@ltimos ahos. Se han desarrollado una serie de técnicas
rapidas que acortan enormemente el tiempo requerido
para reconocer la presencia de un agente en
comparacion con los métodos tradicionales, sin
embargo, ello no significa que deban abandonarse los

métodos clasicos de aislamiento e identificacion de los
microorganismos pues son muy necesarios para
cualquier estudio epidemioldgico posterior asi como
para la realizacidn de antibiogramas absolutamente
necesarios parar llevar a cabo un tratamiento correcto,
por lo que es recomendable que los aislados
epidemiologicamente importantes, tanto si proceden
de brotes como de casos aislados de una enfermedad
poco frecuente o potencialmente epidémica, sean
subcultivados y conservados.’ La identificacion
correcta de aislados relacionados con IN asi como la
recogida y transporte de las muestras, son de
importancia capital pues una identificacion errdnea
puede dar lugar a la aparicion de brotes falsos o por el
contrario a la no deteccion de un brote.

La identificacion epidemiologica utiliza métodos de
laboratorio para caracterizar diferentes cepas de
microorganismos dentro de una especie. Estos
métodos pueden clasificarse en fenotipicos y
genotipicos. Las técnicas fenotipicas detectan
caracteristicas expresadas por el organismo, mientras
que las genotipicas examinan directamente el
contenido genético del mismo. Como es conocido, la
variedad de organismos implicados en infecciones
hospitalarias aumentan dia a dia, lo que hace necesario
el desarrollo de nuevos métodos para su
identificacién, por lo que estas técnicas estan
continuamente evolucionando. En la actualidad se da
mayor importancia a los caracteres genotipicos que a
los fenotipicos, pasando de buscar el agente comin a
buscar el fragmento de DNA de uno o varios genes
que sea comin. :

El laboratorio clinico puede llevar a cabo un tipado de
aislados con fines epidiomologicos basandose en los
perfiles biologicos (biotipo), en la senbilidad a
antibidticos (antibiotipo) y serologico (serotipo),
mientras que el laboratorio de referencia aplica
normalmente métodos de tipificacion mas precisos
tales como, sensibildad a fagos (fagotipia),
sensibilidad o produccidon de bacteriocinas
(bacteriocinotipia), resistencia a productos quimicos
(resistotipia) o analisis de DNA."

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Desde hace varias décadas la identificacion y
clasificacion taxondmica de los microorganismos se
llevaba a cabo por analisis fenotipico," y ha servido de
base, durante todos esos ahos, para la evaluaciéon
epidemioldgica. En los Giltimos ahos la biotipificacion,
la susceptibilidad a los antimicrobianos, la serotipia,
fagotipia y la electroforesis de enzimas, son las
pruebas mas frecuentemente usadas para un
seguimiento epidemioldgico.”™” Sin embargo, todas




las pruebas fenotipicas tienen una desventaja, las
caracteristicas observadas que van a servir de base
para la identificacion del germen, son solamente una
expresion que esta por debajo de la caracterizacion
genotipica, lo que ha conducido a que los niveles
moleculares sean llevados hacia la identificacion
genética del organismo, por lo que una comparacion
de rasgos fenotipicos no refleja el estado genético de
un grupo de muestras y en algunas ocasiones da a
conocer un cuadro epidemioldgico incompleto,'*"
pero no hay que desconocer que la caracterizacion
fenotipica de muestras continuas juega un rol
importantisimo en el manejo de todas las
enfermedades infecciosas y junto con la
determinacion de la susceptibilidad antibidtica y
resistencia bacteriana en el laboratorio de
microbiologia, sirven como un anuncio temprano de
una inminente epidemia.'"

Biotipia. Emplea un panel de reacciones bioquimicas
que producen un cddigo numérico que es usado en el
laboratorio clinico para identificar los organismos
hasta el nivel de género y especie. En epidemiologia
es utilizada para la evaluacion de situaciones en que se
detecta un aumento de frecuencia de ciertas especies
acompanada de la presencia de factores especiales
como la localizacidon especifica en un servicio del
hospital. En relacion a otros métodos, Ila
biotipificacion  tiene un pobre poder de
discriminacion, por lo tanto es raramente usada en la
investigacion epidemiologica. Puede ser utilizada en
la caracterizacion de P. aeruginosa, S. marcescens y
estafilocos coagulasa negativos.'®

Susceptibilidad a los antimicrobianos. Es el tipado de
aislados por sus patrones de resistencia a antibioticos.
Es muy utilizado en los laboratorios hospitalarios
donde no suele haber acceso a otros métodos de
tipificacion mas complicados. En muchos casos, los
patrones de sensibilidad son relativamente estables y
se correlacionan muy bien con los resultados de otros
métodos - de tipifickacién, sin embargo, la
susceptibilidad antimicrobiana es una caracteristica
inestable y por lo tanto no es un método de tipificacion
indicado en epidemiologia.’®"

Serotipia. Es uno de los mas viejos métodos de
tipificacion. Consiste en el tipado por determinacion
de antigenos somaticos (O), flagelares (H), capsulares
(K) y de pared o membrana externa. Este método
puede producir rapidos y reproducibles resultados. Es
utilizado tanto en bacterias Gram positivas como
Gram negativas, determinando en unas ocasiones solo
los antigenos somaticos y en otras, los somaticos y
alguno de los otros. En algunos casos, los resultados
de la serotipia tienen correlacion con la virulencia o
con el sindrome clinico, como por ejemplo la E. coli

0157:H7 es causa de diarrea y de sindrome hemolitico
urémico. Sin embargo, este método tiene limitado
poder discriminatorio en muestras dentro de un
serogrupo.'®

Los organismos que son rutinariamente analizados por
serotipia incluyen al S. pneumoniae, Legionella
pneumophila, Salmonella species, Shigella species,
Haemophilus influenzae, y Neisseria meningitidis.
Estan disponibles reactivos seroldogicos para
tipificacidon de algunas especies, sin embargo, algunos
reactivos estandarizados no sirven para identificar
otras especies, por lo tanto muchas muestras de
algunas especies, incluido el Haemophilus influenzae,
son no tipables. Otros organismos como el S. aureus
no tienen la suficiente heterogenicidad antigénica
para dar un adecuado poder discriminatorio."®

Una variedad de la serotipia es la prueba conocida con
el nombre de “quellung” o hinchazdn de la capsula en
organismos como Streptococcus penumoniae y
Klebsiella, en los que esta adquiere una presencia muy
significativa.>?!

Fagotipia. Consiste en reconocer los aislados por los
patrones de lisis obtenidos al aplicar sobre ellos un
juego de fagos conocido. Ha sido aplicada en gran
cantidad de bacterias tanto Gram positivas como
Gram negativas pero sobre todo en S. aureus,” para el
que existe un juego internacional de fagos que se
aplica por igual en todos los pafses (Figura 1). En los
Gltimos afios se ha desarrollado una nueva modalidad
de este método denominada “Fagotipia Inversa”,” que
consiste en inducir la liberacion de los fagos de
aislados y estudiar los patrones de lisis que producen
sobre una serie de cepas conocidas.
Bacteriocinotipia. Este método se basa en la
propiedad de algunas especies bacterianas de producir
unas substancias, las bacteriocinas, capaces de inhibir
el crecimiento de organismos cercanos pero no a los
que derivan de la misma célula parenteral. Al igual
que la fagotipia se puede realizar por el método directo
(efecto de las bacteriocinas producidas por varias
cepas patrdn sobre los aislados a tipar) o por el método
indirecto (induciendo la liberacion de bacteriocinas de
los aislados a estudiar y analizando los patrones de
inhibicion que producen sobre una serie de cepas
conocidas). Este método es utilizado para P.
aeruginosa  (piocianotipia),® S. marcescens
(marcescenotipia),” E. coli (colicin tipado)* y
Shigella sonnei.”

Andlisis de DNA. Consiste en analizar la presencia de
material genético comiin entre los aislados ya que se
ha demostrado que existe transferencia de DNA entre
distintos organismos, independientemente de la
presencia o ausencia de plasmidos. Estos fragmentos
de DNA transferible reciben el nombre de
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itransposonesi28 y su estudio se lleva a cabo por
técnicas de hibridacion de DNA (midiendo el
porcentaje de reasociacion) o por endonucleasas de
restriccion (analizando los fragmentos de DNA
comunes). El andlisis de DNA esta siendo ya aplicado
como método de tipificacion en epidemiologia
hospitalaria y abre nuevas expectativas en el estudio
de los genes que -codifican para resistencia a
antibidticos, lo que permite trazar su presencia en el
medio hospitalario y por tanto su control y probable
eliminacion.

Figura 1. Fagotipia Directa. Efectos de lisis de fagos del juego
internacional de S. aureus de una cepa control. (Cortesia Dra. Ana
Vindel, Servicio de Bacteriologia, Laboratorio de Infecciones
Intrahospitalarias, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud
Carlos II1, Majadahonda, Madrid)

Electroforesis de enzimas. Electroforesis en gel de
polyacrylamide. (PAGE). Este método separa las
proteinas celulares o de membrana de acuerdo a su
respectivo peso molecular. Identifica especies de
algunos organismos que son dificiles de evaluar por
métodos de laboratorio de rutina y puede detectar
diferentes muestras dentro de las especies, sin
embargo, el método posee patrones que siempre son
complicados y dificiles de interpretar.”*
Immunoblotting (Western Bloot). Un inmmunoblot es
preparado por transferencia de material celular a
través de una membrana de nitrocelulosa después de
haber sido separado electroforéticamente por PAGE
(Western Bloot). La membrana de nitrocelulosa
cuando reacciona con anticuerpos, una enzima
antisuero y un sustrato, cambia de color. Este método
es utilizado en el estudio de C. difficile y S. aureus.
Esta prueba es relativamente barata y rapida, sin
embargo, se necesita experiencia para interpretar los
resultados. '
Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). En este
método, diferentes organismos son analizados por la
movilidad de sus numerosas enzimas metabdlicas en
un gel de almiddn. La localizacion de cada enzima es
detectada por exposicion del substrato en el gel, lo que
produce una reaccidbn a color con . las enzimas

especificas. La movilidad de las enzimas reflejan
variaciones en numerosos locis genéticos. El panel de
movilidad produce un tipo de electroforesis para cada
muestra. Se puede utilizar anlisis matematico para
cuantificar la diferencia entre dos muestras con
diferentes tipos de electroforesis. Este método permite
analizar rigurosas variaciones genéticas dentro de las
especies, sin embargo para algunas de ellas, éste
método puede tener menos poder discriminatorio que
otros."”

CARACTERIZACION GENOTIPICA

En la actualidad existen varios métodos de tipificacion
genotipica que son aplicados segiin el desarrollo y
grado de complejidad de el laboratorio de referencia,
citaremos los principales.

Andlisis Plasmidico. Desde la década de los 70 la
biologia molecular comenzd a aplicarse en las areas
clinicas incluyendo el andlisis epidemioldgico. Los
primeros estudios en donde se aplicoO la primera
generacion de  las  técnicas  moleculares
epidemioldgicas, se basaron en los descubrimientos de
Meyers y Falkow,” que aplicaron un método ripido y
barato para identificacion bacteriana, basado en la
determinacion del contenido de plasmidos por
electroforesis en gel de agarosa. Inicialmente solo
pudieron conocer que existia un transporte de
plasmidos en las muestras bacterianas.®® Los
plasmidos  estan  compuestos  por  acido
desoxirribonucleico (DNA) extracromosomal, que
puede ser extraido de la bacteria y separado por
electroforesis en gel de agarosa. Estos plasmidos son
detectados por la presencia de manchas caracteristicas
en gel con bromuro de ethidio y exposicion de éste gel
a luz ultravioleta. El perfil plasmidico est4
determinado por el nimero y el tamaho de plismidos
presentes. .

El proposito principal, en el campo epidemidlogo, es
la identificacion de cepas bacterianas trasmitidas de
paciente a paciente que tengan igual contenido
plasmidico, pero como los plasmidos son mol€culas
transitorias que pueden aumentar o disminuir y estan
sujetas a reordenamiento constante dentro de la
bacteria, resulta dificil su interpretacion. El poder
discriminatorio de este método mejoraria si se
someticra al DNA plasmidico a digestidn con enzimas
de restriccion antes de la electroforesis, sin embargo,
algunas cepas bacterianas pueden llevar solamente un
plasmido no detectable, lo que limita la utilidad del
método para andlisis epidemiologico. Su
reproducibilidad es pobre porque los plasmidos
circulares pueden existir en forma molecular y migran




de diferente manera durante la electroforesis, de tal
modo que un plasmido puede producir diferente
nimero de bandas en cada test.

Andlisis de plasmidos por endonucleasas de
restriccion. El ADN plasmidico puede estar cortado en
una secuencia especifica de nucledtido por enzimas
llamadas endonucleasas de restricciébn. Este paso
adicional elimina los problemas de interpretacion
causados por el ADN plasmidico circular, produce
patrones firmes por electroforesis y da una mejor
discriminacién y reproducibilidad por lo que es el
método de anilisis plasmidico mas utilizado en la
actualidad. Comparado con los otros métodos, este
método es técnicamente simple, barato y rapido. Ha
sido utilizado en algunos estudios para la
identificacion epidemiologica de algunos organismos
especialmente estafilococos.

Enzimas de restriccion. El cromosoma bacteriano es
la molécula de identificacion més importante dentro
de la célula y una de las 0ltimas medidas para
interrelacionar diferentes aislados o muestras. Los
esfuerzos iniciales para identificar esta molécula
pueden ser considerados como la segunda generacion
de las técnicas moleculares epidemiologicas de
identificacion bacteriana. Todas las células bacterianas
poseen ADN cromosomal y pueden ser analizadas
tedricamente por cada una de estas técnicas. En estos
procedimientos la totalidad del ADN de un aislado es
digerido con enzimas de restriccion dando como
resultado un patron con fragmentos de diferente
extension que pueden ser separados y comparados por
electroforesis en gel de agarosa. Una ventaja de este
método es que todas las muestras son tipables,
incluyendo aquellas que carecen de plasmidos,
mientras que uno de los problemas es que no remueve
en su totalidad el ADN plasmidico, de este modo, las
muestras que posean genéticamente idéntico ADN
cromosomal pueden tener diferentes patrones de
restriccion causados por la presencia o ausencia de
plasmidos."

El anélisis por endonucleasa de restriccion
cromosomal es diferente al que se obtiene del analisis
por endonucleasa de restriccion plasmidico, se
caracteriza por la presencia de cientos de bandas, lo
que da como consecuencia que su interpretacion sea
muy dificil y demorada y su evaluacion requiera
experiencia, por lo que es un método muy poco
utilizado, aunque en estudios epidemiologicos con
organismos como el Clostridium difficile hayan sido
de gran utilidad.”

Southern Blot. Esta técnica se basa en la utilizacion de
membranas de nitrocelulosa o nylon por donde se
filtran los fragmentos de ADN separados por
electroforesis en gel de agarosa. Sirve para investigar
con sondas de ADN y ligaduras de cromosomas
homologos o fragmentos de ADN plasmidico.

Cuando la membrana de nitrocelulosa o nylon es
expuesta a un film radiografico, se pueden observar
fragmentos de diferente tamaho como bandas negras
llamados fragmentos largos de  restriccion o
polimorfismos. Se puede utilizar ADN marcado con
radioisdtopos 0 con componentes
quimioluminiscentes no radioactivos.'

Esta técnica también es dificil y toma gran tiempo para
su realizacidon en comparacidon con otros métodos
utilizados para tipificacion de la mayoria de patogenos
intrahospitalarios.

También puede ser utilizada en estos estudios, la
insercion de secuencias y transposones que son
componentes genéticos dentro del cromosoma. Asi
por ejemplo, el analisis por Southern blot usando
IS6110 como sonda, es el método mas utilizado en la
actualidad para la tipificacion de Mycobacterium
tuberculosis o el andlisis por polimorfismo de
restriccion de fragmento largo de mec, el gen que
codifica la resistencia a la meticilina y Tn554 que
contiene el gen que codifica la resistencia a la
eritromicina, que son usados para la tipificacion de S.
aureus > ‘
Electroforesis en campo pulsado (PFGE).
Corresponde a la tercera generacion de las técnicas
moleculares epidemiologicas de identificacién
bacteriana junto con el PCR.

Los fragmentos de enzimas bacterianas que por su
gran tamafo tienen dificultad de separacion utilizando
los métodos convencionales de electroforesis en gel de
agarosa. Desde la década de los 80, con el desarrollo
de técnicas con fragmentos de macro-restriccion
basadas en la respuesta que dan, segiin su tamaio, a la
electroforesis con corriente de pulsos en diferentes
direcciones por diferentes periodos largos de tiempo,
se ha podido resolver ese problema.”

Este método es una poderosa herramienta para la
tipificacidon de numerosos organismos. La orientacion
del campo eléctrico es cambiado o pulsado
periodicamente por lo que puede separar grandes
fragmentos de ADN. Los organismos a tipificar son
depositados en fragmentos de agarosa y el ADN es
liberado in situ, minimizando la fragmentacion del
ADN antes de la digestion con enzimas de restriccion.
La electroforesis en campo pulsado es un método
altamente discriminatorio y reproducible, en teoria
puede ser capaz de tipificar todas las muestras
bacterianas. Algunos laboratorios de referencia han
evaluado este método concluyendo que es excelente
para tipificar las bacterias patdgenas mas comunes
incluido el Mycobacterium avium (Figura 2). Es un
método no muy rapido y requiere equipos
relativamente caros.
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Figura 2. Patrones obtenidos por campo pulsado mediante digestion de
cepas de S. aureus digeridas con SMA 1. Se pueden observar distintos
patrones en los cuales se identifica un brote epidémico (Canales
3,5,6,7,9,10,11 y 12 iguales). (Cortesia Dra. Ana Vindel, Servicio de
Bacteriologia, Laboratorio de Infecciones Intrahospitalarias, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 111, Majadahonda,
Madrid)

Reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Como un
complemento al desarrollo de la electroforesis en
campo pulsado, a mediados de la década de los 80 se
desarrolla y aplica para tipificacion epidemiologica de
las bacterias la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR).*

Econbmica, rapida y relativamente facil de realizar,
esta técnica tiene muchas aplicaciones incluyendo los
analisis epidemiologicos. Utiliza ADN polimerasa y
dos iniciadores, oligonucleodtidos que corresponden al
final de la plantilla o una replicacion a amplificacion
de una secuencia de ADN o una plantilla rapida y
exponencial. Los iniciadores representan cualquiera
de las secuencias conocidas de ADN cromosomal, que
son especificas para cada especie en estudio y no
tienen ninguna relacion con secuencias seleccionadas
arbitraria o randomizadamente. El ADN puede ser
digerido con enzimas de restriccion y sometido a
electroforesis luego de lo cual se pueden analizar los
fragmentos de restriccion. (Figura 3)

Una de las principales caracteristicas de esta prueba es
la capacidad de detectar ADN en organismos que no
han podido ser cultivados, en cambio su mayor
problema es la contaminacion que facilmente puede
sufrir el ADN, lo que produce falsos resultados.
Actualmente es utilizada para el estudio de bacterias,
hongos y virus. En comparacion con otros métodos de
tipificacion, este es un buen método para realizar
estudios epidemioldgicos, sin embargo, la no
reproducibilidad de la técnica ha hecho que su uso sea
limitado.18 Algunos estudios han demostrado que este
método es propenso al artefacto y a la variacion entre
las comparaciones del analisis de las muestras intra e
inter laboratorios.**
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Figura 3. Deteccion del gen MEC mediante PCR utilizando un gen MEC
A de 310 pares de bases y el 165 RNA de 529 pares de bases. Canales 1-
6 cepas con gen MEC meticillin resistentes, canal 7 cepa sensible que
posee gen RNA meticillin sensible, canal 8 control negativoy canal 9
control de peso molecular. (Cortesia Dra. Ana Vindel, Servicio de
Bacteriologia, Laboratorio de Infecciones Intrahospitalarias, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 111, Majadahonda,
Madrid)

Una alternativa para la realizacidon de estudios
epidemiologicos es el PCR interrepetitivo, que se basa
en la tipificacion de la presencia de secuencias cortas
extragénicas, las cuales se repiten en varias locaciones
cromosomales en una variedad de microorganismos
clinicamente importantes. En esta técnica, los primers
o iniciadores de PCR, se designan especificammente
para alinear las terminaciones de dichas secuencias
hacia fuera, permitiendo de esta manera la
amplificacion de las regiones cromosomales entre
ellos,”* lo que le da un alto grado de homologia entre
el primer o el iniciador y las secuencias objetivo que
permiten que el proceso ocurra a determinadas y
estrictas condiciones por lo que el proceso es mas
confiable.

Las secuencias que se repiten con la suficiente
cercanfa para permitir la amplificacion de las regiones
repetitivas pueden ser analizadas comparativamente
por electroforesis en gel de agarosa. Por lo tanto, este
método solo es aplicable para la tipificacion de
organismos que contienen un gran nimero de
secuencias repetitivas con distancias interrepetitivas
cortas. La relativamente alta exactitud de este
acercamiento unida a la velocidad y la economia del
proceso de PCR hace que este método sea en la
actualidad el maés - atractivo para el amnélisis
epidemioldgico basado en la amplificacion de PCR.
(Figura 4)

Otro método de tipificacion recientemente descrito es
el llamado AFLP (amplified fragment lenght
polymorphism),” basado en una combinaciOn de
enzimas digestivas de restriccion y PCR. En este
método el ADN es separado por dos endonucleasas de
restriccion diferentes, que son escogidas para que
corten el ADN a una velocidad distinta que la otra.




Aunque la utilidad de la AFLP esta siendo evaluada en
la actualidad, recientes reportes sugieren que este

Figura 4. Patrones obtenidos de cepas de P.aeruginosa, productoras de
fibrosis quistica, por. PCR, utilizando primers especificos para la
flagelina tipo A y B. (Cortesia Paloma Rius, Laboratorio de Infecciones
Intrahospitalarias, Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud

Carlos 111, Majadahonda, Madrid)

método posee un potencial definido para descubrir las
interrelaciones de los patdgenos nosocomiales (Figura
5).41

Epidemiologia molecular de cuarta generacion:
andlisis de secuencia de nucleétidos. Como hemos
sehalado anteriormente, el cromosoma es la molécula
més importante para la identificacion de la célula,
razbn por la cual, la comparacion de la secuencia
cromosOmica es la manera mas confiable para estudiar
las relaciones potenciales entre los microorganismos
causantes de IN. El andlisis de las secuencias de
nucledtidos es una técnica que estd comenzando a ser
utilizada como método epidemioldgico, en la
actualidad ya es considerada como la base de lo que se
podria denominar como una epidemiologia molecular
de cuarta generacion.

En la actualidad, la tipificacion de secuencia de
nucledtidos (MLST) esta siendo utilizada solamente
para el estudio de Neisseria meningitidis® y
Streptococcus  pneumoniae.” No ha  sido
rigurosamente evaluada y comparada con la
electroforesis en campo pulsado (PFGE) y el PCR y
requiere de un experto en la técnica y de la maquinaria
necesaria, sin embargo, éste método ha demostrado un
potencial de tipificacion basado en secuencias que han
generado perfiles aislados reproducibles y que tienen
una alta capacidad para ser estandarizados.

En el futuro, la tipificacion epidemiologica se la
realizara mediante el estudio del genoma de los
microbios 'y seguramente se desarrollaran

investigaciones basadas en el estudio de chips de
ADN, para el anélisis de secuencias.*

Figura 5. Patrones de Legionella pneumophila serogrupo 1 utilizando la
técnica AFLP, digestion con PCT1 y amplificaciéon con primers
especificos de NP1. Canales 1 y 2 (desde la izquierda) cepas de origen
humano del aiio 1998, que fueron identificadas como Legionella
pneumophila serogrupo 1 pontiac, canal 3 cepa ambiental de Legionella
pneumophila serogrupo 1 olda, canal 4 control de peso molecular,
canales 5 y 6 cepas humana y ambiental de Legionella pneumophila
serogrupo 1 pontiac del aiio 2000, canal 7 control de peso molecular,
canal 8 cepa humana y 12 canales con cepas ambientales de Legionella
pneumophila serogrupo 1 pontiac, aiio 2000. (Cortesia de Beatriz
Baladron y Carmen Pelaz, Laboratorio de Legionella Centro Nacional

de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 111, Majadahonda, Madrid)
CONCLUSIONES

El desarrollo de la epidemiologia hospitalaria basada
en el analisis de marcadores epidemioldgicos,
representa uno de los campos de la microbiologia que
ha experimentado cambios mas notorios en los
ultimos afos. Por una parte, la variedad de organismos
implicados en las infecciones hospitalarias aumentan
dia a dia, lo que hace necesario el desarrollo de nuevos
métodos para los organismos que van apareciendo y
por otra, los métodos utilizados también van
evolucionando én el sentido de dar menor importancia
a caracteres fenotipicos y mayor importancia a los
genotipicos. La aplicacion de estos métodos de
tipificacion, ha pasado de circunscribirse a una
determinada especie o grupo taxondmico a aplicarse a
organismos menos cercanos, no solo de distinta
especie, sino de distinto género, es decir, la evolucién
de los marcadores epidemiologicos va a pasar de
buscar el agente comiin a buscar el fragmento de ADN
comin.

Segiin nuestro punto de vista, los métodos mas
confiables para realizar tipificacion de muestras
bacterianas en base a marcadores epidemiologicos son
los de tercera generacion por ser més baratos y faciles
de realizar, pero tomando en cuenta que deben ser
efectuados en un centro de referencia y no en cada
hospital, lo cual facilita la utilizacidn e investigacion
de las técnicas PFGE y PCR, los resultados podrian
obtenerse en 1 0 2 semanas, a un costo razonable y
pueden incluir comentarios acerca de las
interrelaciones de las muestras analizadas ademas de
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crear un cepario de referencia. En nuestros paises, en
donde este tipo de pruebas resulta dificil de realizar
por su alto costo y poca experiencia, se pueden aplicar
métodos como la fagotipia directa e inversa, que son
técnicas faciles y baratas, cuyos resultados, en un
centro de referencia especializado, son muy
confiables, especialmente en lo que se refiere a S.
aureus y Paeruginosa.

El tratamiento de las enfermedades infecciosas que
incluye muchos factores como el econdomico, la
calidad en el cuidado de la salud, el aparecimiento de
resistencia a los antibidticos, en el futuro seguird
incluyendo el manejo y refinamiento de las técnicas
existentes y el desarrollo de nuevas técnicas
moleculares para el analisis epidemiologico de las IN.
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