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Métodos de identificación bacteriana en el laboratorio de microbiología

           30  min. de la microbiología clínica lo constituye la Esta revisión profundiza en tres 
asignación de especie a un aislamiento tipos de metodología: los métodos 
microbiano. fenotípicos, moleculares y otros que han 

irrumpido recientemente en el laboratorio, 
En esta revisión un grupo de investi- Dentro de la práctica rutinaria y que están basados en métodos proteó-

gadores de diferentes Servicios de Micro- diaria, el laboratorio de microbiología aplica micos.
biología y Bacteriología de España nos técnicas fenotípicas que permiten lograr 
presentan una actualización sobre este objetivo. Sin embargo, muestran Cada uno de los tres métodos 
diferentes metodologías que se utilizan en algunas limitaciones que se observan de tomados en el momento adecuado aporta 
el laboratorio de microbiología clínica. En manera más evidente para algún tipo de soluciones de gran valor al microbiólogo 
particular profundizan los métodos microorganismo. clínico en su práctica clínica diaria.
fenotípicos, moleculares y métodos 
proteómicos. Los métodos moleculares permiten Métodos fenotípicos

soslayar algunas de estas limitaciones, si 
bien su implementación no es universal. Actualmente, la identificación 
Este hecho se debe a un coste más elevado y bacteriana se realiza por medio de métodos 

a,* b al grado de especialización que se requiere convencionales basados en las caracterís-Germán Bou , Ana Fernández-Olmos , 
c d para su aplicación, por lo que los métodos ticas fenotípicas, puesto que su realización y Celia García , Juan Antonio Sáez-Nieto  y 

1moleculares suelen estar centralizados en coste los hace más asequibles . dSylvia Valdezate 
laboratorios o centros de referencia.

Los esquemas tradicionales de a.Servicio de Microbiología, Complejo Hospitalario 
Universitario, La Coruña, España Recientemente los métodos basa- identificación fenotípica bacteriana se 
b.Servicio de Microbiología, Hospital Ramón y Cajal, dos en proteómica han irrumpido de basan en las características «observables» 
Madrid, España

manera importante en el campo del de las bacterias, como su morfología, c.Servicio de Microbiología, Hospital Universitario 
Marqués de Valdecilla, Santander, España diagnóstico microbiológico y sin duda va a desarrollo, y propiedades bioquímicas y 
d.Servicio de Bacteriología, Centro Nacional de tener un gran impacto en la organización metabólicas. El cultivo, cuando es factible, 
Microbiología, Instituto de Salud Carlos III ,  

futura de los servicios de microbiología. continúa siendo el método diagnóstico de Majadahonda, Madrid, España
elección; permite el aislamiento del micro-

Historia del artículo: Este manuscrito revisa de manera organismo implicado, su identificación, el 
Recibido el 27 de marzo de 2011 concisa los aspectos más reseñables de los estudio de sensibilidad a los antimicro-
Aceptado el 28 de marzo de 2011

tres métodos de identificación bacteriana bianos y facilita la aplicación de marcadores On-line el 17 de junio de 2011
Palabras clave: Identificación microbiana, Pruebas arriba descritos que se usan en los epidemiológicos. En el cultivo es esencial la 
bioquímicas, 16SrRNA, MALDI-TOF laboratorio de microbiología. correcta elección del medio de crecimiento 

y las condiciones de incubación.
Introducción  

En el proceso de identificación bac-
Resumen Se presenta una revisión que trata teriana tradicional, la experiencia del 

de mostrar de manera somera y lo más microbiólogo es fundamental para la 
Con el objetivo de identificar el concisa posible una actualización de la elección de una prueba o una batería de 

agente etiológico responsable del proceso metodología que se usa de manera habitual pruebas de forma secuencial en función de 
infeccioso y para conocer las implicaciones en el laboratorio de microbiología clínica, la fiabilidad de las mismas, del género o de 
patogénicas/patológicas, la evolución con el fin de identificar el agente etiológico la especie bacteriana que se pretende 
clínica, y aplicar una terapia antimicrobiana responsable de un cuadro infeccioso. identificar, del origen del aislado bacte-
eficaz, un pilar fundamental en la práctica riano, así como del coste de las mismas. Los 

Bioanálisis I Jul · Ago 12



23

laboratorios deben elaborar y realizar un la uresa y el indol; 3) pruebas lentas, con Se trata de celdillas aisladas con 
proceso de identificación normalizado en su lectura de 18 a 48 h que incluirían la óxido- sustrato liofilizado que se inoculan 
actividad diaria, que utilice de forma fermentación, reducción de nitratos, rojo de individualmente y que permiten realizar 
secuencial o simultánea un conjunto de metilo, Voges-Proskauer, Agar hierro de simultáneamente entre 10 y 50 pruebas 
pruebas cuyo propósito final sea la Kligler, fermentación de azúcares, hidrólisis bioquímicas. Los resultados de las pruebas 
identificación del microorganismo a nivel de de la esculina, coagulasa, fenilalanina- se expresan de forma numérica (los 
género y especie, y que incluya la mayoría desaminasa, DNasa, hidrólisis de la gelatina, resultados de las pruebas se agrupan de tres 
de las bacterias desde el punto de vista decarboxilasas, lipasa, lecitinasa, utilización en tres, de manera que el resultado de cada 
infeccioso. de citratos, utilización de malonato, y trío de pruebas queda reducido a un dígito). 

prueba de CAMP entre las más frecuentes, y Cada especie está definida por un código 
Dentro de esta batería de pruebas 4) pruebas basadas en caracteres de numérico, resultado de la codificación de las 

bioquímicas se destacarían las: resistencia a ciertas sustancias tal y como reacciones a las pruebas que se hubieran 
optoquina, bacitracina, solubilidad en bilis, utilizado. Para codificar el dígito de un trío 

Características microscópicas y crecimiento en caldo hipersalino. de pruebas se establece el siguiente 
sistema:

Características macroscópicas: morfología y Destacar que existen en el mercado 
hemólisis; Cultivo: Medios de cultivo y numerosos sistemas o equipos multi- – Si una prueba cualquiera es negativa, se le 
requisitos de crecimiento en relación a pruebas con el fin de conseguir una mayor asigna un valor de 0 (cero) a la prueba.
atmósfera, temperatura y nutrición. rapidez en la identificación de algunas – Si la primera prueba es positiva, se asigna 

bacterias. Todos exigen unas condiciones un valor de 1.
1,2Pruebas bioquímicas, diferenciando muy precisas de concentración del inóculo, – Si la segunda prueba es positiva, se asigna 

de inoculación, de incubación y de lectura, un valor de 2.
1) Pruebas que se utilizan en la identi- que si no se observan pueden dar lugar a – Si la tercera prueba es positiva, se asigna 
ficación preliminar y con lectura inmediata importantes errores. Estos sistemas pueden un valor de 4.
como la catalasa y oxidasa; 2) otras pruebas ser manuales y automatizados. Entre ellos:
rápidas, con lectura en menos de 6 h tal y El código numérico se obtiene 
como la hidrólisis del hipurato, la ß- Sistemas comerciales manuales o galerías sumando los valores de las tres pruebas. Los 
galactosidasa (ONPG), las aminopeptidasas, multipruebas límites inferior y superior del código son 0 y 
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7 respectivamente. Ante un microorga- índice alto de fiabilidad la identificación del Una amplia variedad de genes han 
nismo problema, no tenemos más que microorganismo. sido utilizados como dianas moleculares en 
buscar el código numérico y comprobar a los estudios taxonómicos o de filogenia en 
qué bacteria pertenece. Estos son algunos Estos son algunos de los sistemas en las distintos géneros y distintas especies 
de los sistemas disponibles en el mercado: paneles comerciales más extendidos bacterianas, constituyendo el análisis del 
API (bioMérieux), Enterotube (BBL), disponibles en el mercado: MicroScan, ARNr 16S el marcador inicial y en nume-
Oxi/Ferm Tube (BD), RapID systems y Vitek, ATB, Pasco, Wider, Phoenix, etc. rosas situaciones el marcador suficiente 
MicroID (Remel), Biochemical ID systems para realizar una identificación más preci-

3(Microgen), etc. Métodos moleculares sa . Sin embargo, en otras circunstancias, la 
alta homología genética presente en 

Sistemas comerciales automatizados La ausencia de concordancia entre determinados géneros bacterianos o un 
las características observables, morfo- reciente cambio en su asignación taxo-

Hay en el mercado galerías multi- lógicas y/o fenotípicas del aislamiento en nómica, no permite realizar con el ARNr 16S 
pruebas, como las descritas en el apartado estudio y las correspondientes a la(s) una identificación a nivel de especie o de 
anterior pero cuya inoculación, incubación cepa(s) de la especie tipo, hacen que los géneros.
y  l e c t u ra  s e  e fe c t ú a n  d e  m o d o  métodos fenotípicos realizen la identi-
automatizado. También hay paneles en los ficación más probable y no definitiva. Para En estos casos, podemos recurrir a 
que además de encontrarse los sustratos solventar los problemas inherentes otros genes dianas para realizar asignación 
para el desarrollo de pruebas bioquímicas, presentados  por  los  s istemas de de especie. Los genes descritos con mayor 
se encuentran diversos antimicrobianos a identificación fenotípica —no todas las frecuencia con utilidad en taxonomía 
distintas concentraciones, con lo que se cepas de una misma especie muestran una bacteriana y/o filogenia son los que se 
realiza simultáneamente la identificación y característica específica; una misma cepa desarrollan a continuación del ARNr 16S.
antibiograma del microorganismo objeto de puede generar diferentes resultados en 
estudio. Existen distintos paneles para ensayos repetidos; y las limitaciones en la El ARNr 16S (rrs)
distintos grupos de microorganismos. La base de datos de bacterias corres-
inoculación y la lectura de estos paneles se pondiente, entre otros— se han impuesto a Es un polirribonucleótido codifica-
suele hacer de forma automática, los métodos genotípicos de identificación do por el gen rrs o ADN ribosomal ARNr 16S 
incorporándose los datos obtenidos en un b a c te r i a n a  co m o  p ro c e d i m i e nto s  (ADN 16S) incluido en la subunidad 30S del 
ordenador, el cual proporciona con un complementarios o alternativos. ribosoma bacteriano. De distribución 
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universal, componente crítico en la función utilización en identificación, filogenia y/o entre ellas, las secuencias del rpoB 
celular, el ARNr 16S actúa como un tipificación. presentan en numerosas ocasiones mayor 
cronómetro molecular al presentar un alto calidad que las del ARNr 16S, al ser 
grado de conservación. Aunque el ARNr 16S ARNr 23S secuencias de reciente obtención; también 
constituye la diana de acción para algunos otro factor importante y favorable, es que 
antimicrobianos, produciéndose mutacio- Puede ser una buena alternativa en existe mayor correlación en la similitud de la 
nes que conducen a la resistencia fenotí- los casos en los que la fracción 16 s no secuencia del rpoB con el criterio de 

5pica, no se invalida la utilización del ARNr proporciona resultados concluyentes . Un inclusión en la misma especie de la 
16S para la identificación bacteriana o la aumento en el coste y alguna dificultad hibridación ADN-ADN (DDH < 70%). Criterio 
asignación de género y especie. La técnica en la amplificación de fragmentos que no fácilmente se cumple para valores de 
secuencia del gen ARNr16S presenta de más grandes pueden limitar su uso, aunque similitudes del ARN 16S superiores al 99%; y 
forma aproximada 1.500 pb. Este tamaño ser utilizado en la actualidad como un por último, otra circunstancia favorable del 
proporciona suficiente polimorfismo método auxiliar útil con fines taxonómicos y análisis del rpoB es su aplicación como 
interespecífico para diferenciar y establecer filogenéticos. instrumento de genotipificación y de 
medidas estadísticas válidas. filogenia. Consecuencia de que las sustitu-

rpoB (subunidad β de la ARN polimerasa) ciones nucleotídicas que se producen son 
16S-23S ARNr (6) silentes (tercera posición del codón), y que 

por su función housekeeping probable-
Espacio intergénico del 16S-23S La ARN polimerasa (RNAP) es una mente no esté sometido a transferencia 

4ARNr (ITS) . Estas ITS se presentan en un enzima imprescindible en el proceso de horizontal genética. 
número variable en función del número de transcripción y constituye la diana final de 
operones ARNr o alelos rrs. Este elevado las diferentes rutas que controlan la gyrB (subunidad β de la ADN girasa)
grado de diversidad observado en las ITS en expresión génica en los organismos vivos. 
diferentes géneros, diferentes especies, Con una distribución universal en bacterias, Es el gen codificante de la subuni-
diferentes cepas, y en una misma cepa sugirió su aplicación como un cronómetro dad β de la ADN girasa o topoisomerasa II y 
producido por variaciones en el número, molecular de alta potencia. El uso de este está implicado en la replicación del ADN 
tamaño y composición de las ITS del 16S- marcador ofrece algunas ventajas respecto bacteriano. De distribución universal, la 
23S ARNr, constituye la base para su a los marcadores moleculares precedentes, presencia en monocopia de gyrB permite la 
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discriminación e identificación de especies 
fuertemente relacionadas pertenecientes a 
los géneros Aeromonas, Pseudomonas, 
Bacillus, Vibrio, y también enterobacterias, 

7micobacterias y bacterias ácido lácticas . Es 
un marcador de gran utilidad en la 
sistemática bacteriana al presentar una tasa 
de sustituciones sinónimas o silentes que se 
estima en al menos cuatro veces mayor que 
la del ARNr 16S. 

Recomendaciones para la utiliza-
ción del análisis del ARNr 16S y del gen rpoB 
en la identificación bacteriana se resumen 
en la tabla 1.

Análisis de secuencias y criterios para la 
interpretación de resultados

Las técnicas de identificación 
molecular en bacterias mediante el análisis 
del 16S ARNr u otros genes mencionados 
arriba, se basan en la amplificación 
genómica y en la secuenciación de esos 
genes o sus fragmentos. El medio de cultivo 
o las condiciones de incubación no serán 
factores determinantes, pero sí serán 
factores críticos la extracción del ADN 
cromosómico y la amplificación, procesos 
técnicos que deberán tenerse en cuenta en 
toda metodología de identificación 
molecular en el laboratorio de micro-
biología. Tras la secuenciación del amplicón, 
la observación del electroferograma 
constituye el primer paso del análisis de las 
secuencias. 

Algunas veces se suceden errores terminadas posiciones del electrofero- sitadas es la base pública GenBank NCBI 
entre el electroferograma y la secuencia grama sea ocupado por dos nucleótidos (National Center for Biotechnology 
(por ejemplo, asignación de dos T diferentes. En la mayoría de los casos, esta Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) con 
existiendo 3, o posiciones ambiguas, N). variación alélica en las copias del ARNr 16S programas como BLAST (www.ncbi.nlm.nih. 
Para resolver estas situaciones se reedita para una misma cepa es de 1 o 2 gov/BLAST) para el alineamiento de secuen-
visualmente el electroferograma y se polimorfismos y no conduce a la cias. Además, GenBank contiene una 
corrige, y/o se alinean y ensamblan las identificación de especies diferentes. Una sección de taxonomía (www.ncbi.nlm.nih. 
secuencias directa y reversa en una solución de consenso que refleja este gov/taxonomy que incluye información y 
secuencia consenso. Solamente aquellas polimorfismo intracelular (no la presencia secuencias sobre más de 160.000 organis-
secuencias que presentan < 1% de de diferentes fenotipos y/o genotipos), es la mos. Otras bases de datos ampliamente 
indeterminaciones (∼ 15 posiciones, N, asignación según la Unión Internacional de utilizadas en el análisis de secuencias del 
purinas R, pirimidinas Y) son consideradas Química Pura y Aplicada (IUPAC) como 16S ARNr son: el BIBI, Bioinformatic Bacte-
en el análisis. sigue: R (GA), Y (TC), W (AT),M (AC), S (GC) o rial Identification (http://pbil.univ-lyon1.fr 

K (GT) entre las más frecuentes. /bibi/), programa que automatiza y simpli-
En el caso del análisis del ARNr 16S, fica las identificaciones bacterianas utilizan-

el operón ribosómico (conjunto de genes A continuación, la secuencia do diferentes genes y diferentes niveles de 
que se transcriben a partir de una misma consenso se introduce en bases de datos exigencia en la identificación; Ribosomal 
región promotora) en el genoma bacteriano online de acceso público o privado, con el Database Project European Molecular 
se presenta en diferente número de copias objetivo de identificar nuestra cepa Biology Laboratory (www.ebi.ac.uk/embl/); 
(1-15), permaneciendo en cierto grado mediante la comparación con las otras Smart Gene IDNS (www.smartgene.ch); 
constante a nivel de familia, género y secuencias depositadas, en estas bases. Ribosomal Differentiation of Medical 
especie. Entre las diferentes copias del ARNr Actualmente, la base de datos que presenta Microorganisms (RIDOM) www.ridom.com,
16S perteneciente a una misma cepa, se mayor número de consultas por su mayor Ribosomal Data-base Project (RDP-II) 
detecta una variabilidad intragénica o versatilidad en organismos, orígenes, (http://rdp.cme.msu.edu/html/). Además, 
microheterogeneidad,  que  hacen  que  de- genes, y  tipo y número de secuencias depo- se puede emplear la base de datos de 

Tabla 1
Recomendaciones para la utilización del análisis del ARNr 16S y del gen rpoB en la identificación bacteriana

Bioanálisis I Jul · Ago 12



Int. Avalos 3651 - (1605), Munro - Buenos Aires - Argentina
Tel/Fax: (54 11) 4794-7575 / 7676 / 3184 - e-mail: info@gematec.com.ar - Web: www.gematec.com.ar 

-Totalmente automático, compacto y flexible.
-Diferencial de 5 Poblaciones, 29 parámetros, 2 gráficos de Scatter y 2 Histogramas.
-Tecnología Láser combinada con Método de tinsión Química. Citometría de Flujo de última tecnología.
-Velocidad: 90 muestras por hora.
-Almacena 40.000 resultados.
-2 tipos de muestras: Sangre entera y pre-diluida.
-Canal Independiente para la medición de Basófilos.
-Auto Loader que facilita la tarea del Operador y Disminuye el Tiempo de Trabajo.
-Lector de Codigos de Barras Incorporado.
-Conectividad con Sistemas de Laboratorio a través de Interfaces de Última Generación.
-Emisión de Alarmas ante posibles Muestras Anormales o Patológicas. 

-Totalmente automático, compacto y flexible.
-Diferencial de 5 Poblaciones, 27 parámetros, 1 gráficos de Scatter y 3 Histogramas.
-Tecnología Láser combinada con Método de tensión Química. Citometría de Flujo de última tecnología.
-Velocidad: 60 muestras por hora.
-Almacena 40.000 resultados.
-2 tipos de muestras: Sangre entera y pre-diluida.
-El volumen de muestra necesario es de tan solo 20uL.
-Emisión de Alarmas ante posibles Muestras Anormales o Patológicas. 

-NO REACTIVO DEPENDIENTE
-450 Test por hora (con ISE).

-58 posiciones para reactivos en compartimiento refrigerado. (4º a 10º C)
-75 posiciones para muestras.

-Limpieza de aguja automática, detección de nivel de líquido, protección anticolisión y 
Lavado Automático de Cubetas en 8 Pasos que asegura de Calidad del Resultado.

-12 Longitudes de Onda: 340nm. a 800 nm.
-Interface bi-direccional a software de laboratorio.
-Lector interno de código de barras para muestras. 

Mindray BC-5800 Analizador Hematológico  
5 diferencial láser  con autosampler 90 test hora

Mindray BC-5300 Analizador Hematológico 
5 diferencial láser 60 test hora

Mindray BS-380 Auto-analizador de Química Clínica
300 test hora con lavador de cubetas

HEPATOLOGÍA          QUÍMICA CLÍNICA           INMUNOLOGÍA          MEDIO INTERNO 
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acceso privado MicroSeq 500 (Applied 99% definen un género. Sin embargo, más robustos que los obtenidos con las 
Biosystems; Foster City, EE.UU.) que definir la especie o el género a través de un secuencias del ARNr 16S (menores valores 
contiene las secuencias 527-pb del ARNr valor para el ARNr 16S puede no ser de bootstraps) permitiéndonos identificar 
16S de con más de 1.434 especies o apropiado para todos los géneros. diferentes clusters en los géneros de 
subespecies con 235 géneros. Otras Mycobacterium, Acinetobacter, y otros.
utilidades ofrecidas por estas bases de La microheterogeneicidad dentro 
datos son como la construcción de árboles de una misma especie para la secuencia del Indicaciones de la identificación molecular
filogenéticos, diseño de cebadores, análisis ARNr 16S, diferencias de unas pocas bases o 
de polimorfismos o Spas (single nucleótido < 0,5%, —serovariedades, variación En la práctica de la microbiología 
polymorphisms), etc. Gran parte de ellos intraespecie, subespecie—, permite en clínica se producen una serie de circuns-
disponibles en la página http://evolution. algunos casos distinguir un fenotipo o tancias en la identificación bacteriana como 
genetics.washington.edu/phylip/software. aspecto de virulencia importante, una son: dificultades en el aislamiento, 
html.  especificidad de nicho, y/o realizar estudios crecimiento lento o en medios de cultivo in 

epidemiológicos o de seguimiento. Un vitro complejos, baja actividad en las 
En relación a los criterios para la in- ejemplo lo constituye la secuenciación del pruebas bioquímicas, ausencia o baja 

terpretación de resultados, la introducción gen emm codificante de la proteína M en efectividad de técnicas serológicas, etc. 
de nuestra secuencia y su comparación con Streptococcus pyogenes en el cual diferen- Estas situaciones, entre otras como la 
otras disponibles en la base de datos con la cias indican los distintos serotipos. obtención de resultados reproducibles e 
cual trabajemos, nos proporcionará un intercambiables entre laboratorios, 
informe constituido por varias secciones. En Se considera que el gen rpoB es el confieren a las técnicas moleculares, y en 
el caso de la opción BLAST del GenBank gen más adecuado para la identificación y especial al ARNr 16S y al rpoB, un 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), en discriminación filogenético a nivel de protagonismo que a continuación 

3la primera sección observaremos que especies y subespecies, analizando la describimos : 
aparece un gráfico que indica el nivel y el secuencia situada entre las posiciones 
tamaño de los fragmentos alineados, 2300-3300. Según el tamaño del fragmento - Identificación de cepas con escasa descrip-
seguido de un listado en orden decreciente del rpoB se establece diferentes puntos de ción, con baja frecuencia de aislamiento, o 
de las secuencias de microorganismos con corte para la asignación de especie: 300-600 fenotípicamente atípicas. 
los que se muestra la identidad (% de - Identificación de cepas de difícil.pb se corresponde con ≥ 94%; 600-825 pb 
coincidencia). En la siguiente sección, - Identificación fenotípica o crecimiento fas-una similitud ≥ 96% (tabla 1).
aparece cada alineamiento de nuestra tidioso. Como sucede con la dificultad para 
secuencia problema o query frente a cada diferenciar fenotípicamente las especies de Frecuentemente, las compara-
secuencia de otro microorganismo, Nocardia y de Mycobacterium. Sin ciones entre las diferentes secuencias se 
indicándonos el número y porcentaje de embargo, esta identificación no es completa muestran mediante los alineamientos 
bases idénticas o identity. En el caso de para algunas especies de micobacterias.lineales y dendrogramas. Esta opción es 
desear más información sobre el  proporcionada por BLAST, BIBI, y otros 
microorganismo(s) con el cuál muestra Descripción de nuevos patógenossoftwares PAUP (http://paup.csit.fsu.edu/), 
mayor identidad, nos posicionaríamos en la Phy l ip  (http : //evo lut ion . genet ics .  
parte superior del alineamiento, donde Ningún otro gen como el ARNr 16S washington.edu/phylip.htm). En la realiza-
aparece indicado el número de acceso del ha mostrado su amplia aplicabilidad en ción de los dendogramas se utilizan diferen-
GenBank. Si nos interesa la publicación todos los grupos taxonómicos. Si el objetivo tes algoritmos: el método NJ (neighbor-joi-
donde se describe la secuencia con la que se a alcanzar es la identificación de una ning), el método UPGMA (unweighted pair 
compara, nos colocamos sobre el número bacteria desconocida sin existir conoci-group method with arithmetic averages), y 
en azul ubicado en el epígrafe PubMed. miento previo, el ARNr 16S es la mejor en ocasiones el WPGMA (weighted pair 

elección, con un uso más extensivo. group method with arithmetic averages). 
Considerar, que la comparación de Similares entre sí, los principales agrupa-

secuencias se ve afectada por el tamaño de Para la descripción de una nueva mientos se mantienen si las cepas se hallan 
las secuencias analizadas y el tipo de especie, se recomienda la presencia de muy relacionadas. Si la relación es más 
alineamiento utilizado, por lo que se diferencias fenotípicas claras y en la débil, la apariencia del dendrograma se 
valorara conjuntamente con el porcentaje secuencia diferencias de > 1 pb/100 bases. modifica según el programa utilizado. Otro 
de similitud o de su contrario. Existen Si estas diferencias son > 5%, se podría factor que afecta a la comparación en el 
diferentes criterios en el porcentaje de considerar la existencia de un nuevo dendrograma es la selección del outgroup 
similitud del ARNr 16S para la pertenencia o género. Se estima que entre un 10-20% de (será una cepa relacionada pero fuera del 

los aislamientos no coinciden con los no a una misma especie, desde ≤ 0,5 al 2%. grupo comparado, frente a la cual se realiza 
microorganismos descritos y que puede En ocasiones el criterio depende del género la primera comparación). Si el outgroup no 
tratarse de un género o especie nueva, pero y /o especie en estudio. De esta forma, es adecuado, las diferencias entre los 
en cepas obtenidas en la práctica clínica genogrupos con características fenotípicas grupos del dendrograma pueden ser 
esta frecuencia es muy inferior. exclusivas y < 1% de diferencias en la minimizadas.

secuencia del ARNr 16S se han reasignado 
La creciente relevancia del análisis en nuevas especies. Una actitud de En muchos de los análisis filogené-

del rpoB se manifiesta en dos situaciones. consenso es aceptar que una similitud del ≥ ticos realizados se observa que los árboles 
La primera, es que el contenido bacteriano realizados con las secuencias del rpoB son 98,5% define una especie, y tasas del ≥ 95 al 
GC puede estimarse matemáticamente por 
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el contenido GC del gen rpoB. La segunda Esto sucede cuando nos encon- coaceticus, en las micobacterias de creci-
situación es que la similitud presentada en tramos con genotipos idénticos o similares y miento rápido, y en la familia Enterobac-
las secuencias rpoB de dos especies diferentes fenotipos o especies con teriaceae (especialmente en Enterobacter y 
bacterianas se correlaciona de forma muy significación clínica distinta. Esto sucede Pantoea). Situación opuesta se produce por 
significativa con sus correspondientes con: Mycobacterium tuberculosis y M. bovis la heterogeneidad intragenómica en el 
valores de hibridación ADN-ADN (DDH) y o M. africanum; Bordetella pertussis con B. ARNr 16S en el género Aeromonas. En A. 
con su identidad media en nucleótidos parapertussis y B. bronchiseptica; con las veronii encontramos > 6 copias de ARNr 16S 
(ANI). diferentes especies de Brucella..., etc. que difieren en > 1,5% entre ellas. Recordar, 

que muchas de aquellas especies o 
Identificación de bacterias de difícil cultivo En otras situaciones, existen espe- subespecies que no pueden identificarse 

cies distintas con diferencias fenotípicas mediante el ARNr 16S, lo son mediante el 
Como ejemplo, se ha aplicado pero una gran homología en las secuencias análisis del rpoB.

exitosamente y se ha podido constatar, la del ARNr 16S como ocurre con: Escherichia 
presencia de Bartonella quintana y Coxiella coli y Shigella dysenteriae; Streptococcus Presencia de electroferogramas o cro-
burneti i  como principales agentes pneumoniae y S. mitis. Por el contrario, se matogramas de ADN mixtos 
etiológicos en endocarditis con cultivo dan circunstancias en que los microorganis-

8negativo . Pero en el caso de que la muestra mos presentan secuencias con un elevado La utilización del ARNr 16S como 
posea un origen no estéril o del medio número de diferencias y sin embargo, herramienta de diagnóstico se ha limitado a 
ambiente, y se presente flora mixta, esta pertenecen a la misma especie o genotipo infecciones monobacterianas, ya que en 
estrategia no es eficiente. (Clostridium tetani y C. innocuum). En el infecciones polimicrobianas obtendríamos 

caso de discrepancias entre el fenotipo y el un electroferograma mixto. En estas 
Desventajas de la identificación molecular genotipo de una cepa, ambos son situaciones, con frecuencia, se haya 

estudiados de nuevo, y confirmándose los implicado una bacteria anaerobia y la 
Distintas causas originan una resultados, se considera que el genotipo se concordancia entre cultivo y secuenciación 

incorrecta asignación de género y especie impone sobre el fenotipo. es baja. Se han descrito diferentes estrate-
cuando se realiza una identificación gias para resolver esta circunstancia: 
mediante el análisis de la secuencia y su Baja resolución en la identificación me- electroforesis en gel en gradiente 
alineamiento con otras secuencias. diante ARNr 16S desnaturalizante o «denaturing gradient gel 

electrophoresis»; amplificaciones indepen-
Calidad disminuida de las secuencias En ocasiones el ARNr 16S presenta dientes para gram-positivos y para gram-
depositadas en la base de datos y errónea una baja capacidad de discriminación para negativos; pirosecuenciación; o la utiliza-
asignación de especies algunos géneros y especies debido a una ción de un algoritmo en el programa 

reciente divergencia, y es necesario informático RipSeq (iSentio), que separa las 
Ya que en la identificación mole- complementar la identificación con el señales ambiguas de los cromatogramas 

cular existe una fuerte dependencia con la estudio de otros genes o con pruebas mixtos.
precisión de las secuencias depositadas y la fenotípicas. Así sucede con diferentes 
idoneidad en la asignación de especie de especies de los géneros Bacillus (B. cereus y La identificación bacteriana propor-
esas cepas. B. thuringiensis; B. globisporus y B. psychro- cionada por el análisis del ARNr 16S es más 

philus), en Brucella, Achromobacter, certera, sólida y reproducible que los 
Ausente o baja correlación entre la Strenotrophomonas y Actinomyces, en el análisis fenotípicos, resolviendo aproxima-

identificación genotípica y fenotípica. complejo Acinetobacter baumannii-A. cal- damente el 90% de las identificaciones. Sin 
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embargo, no constituye una herramienta de ADN). Sucesivas innovaciones de este Métodos basados en proteómica
infalible. La elaboración de recomen- método en la amplificación respecto al tipo 
daciones en su análisis según los géneros y de muestra clínica y a la determinación de La proteómica es el estudio y 
especies a identificar, las bases de datos con diferentes fragmentos génicos correspon- caracterización del conjunto de proteínas 
mayor calidad de las secuencias depo- dientes a los distintos factores de patoge- expresadas por un genoma (proteoma). Las 
sitadas, la aplicación complementaria o en nicidad, resistencia, etc., aumentan las técnicas de proteómica abordan el estudio 
sustitución de otros genes housekeeping posibilidades de esta plataforma. de este conjunto de proteínas y las más 
como dianas, va a proporcionarnos en un usadas se basan en la electroforesis y en la 
futuro inmediato plataformas más Las plataformas de amplificación- espectrometría de masas.
eficientes en la identificación molecular espectrofotometría de masas (PCR/ESI-MS) 
bacteriana. Especialmente el análisis del 10 permiten la detección universal de uno o La espectrometría de masas es una 
rpoB va a contribuir a una identificación varios patógenos (bacterias, virus, hongos y técnica analítica que permite analizar con 
bacteriana más eficiente (género, especie, protozoos) presentes en una amplia gran precisión la composición de diferentes 
subespecie), detectando y reclasificando variedad de muestras (ambientales, elementos químicos al permitir la medición 
nuevos organismos, y mejorando la clínicas, alimentarias o en cultivos) del de iones derivados de moléculas 
resolución filogenético del ARNr 16S. siguiente modo. Tras extracción y una PCR separándolos en función de su relación 

11de amplificación con parejas de cebadores masa/carga (m/z) . Un ión es un átomo o 
Nuevas tecnologías en la identificación de amplio espectro, se obtienen uno o molécula cargada eléctricamente debido al 
molecular microbiana varios productos de PCR que corresponden exceso o falta de electrones. Dado que la 

a regiones genómicas de identificación de mayoría de los iones formados poseen una 
Recientemente, la aparición de la los distintos dominios microbianos en sola carga, la relación «m/z» es equivalente 

técnica de PCR-multiplex acoplada a un relación con la complejidad de la muestra a «m».
análisis de la temperatura de melting problema. Estos productos se desalan y son 
(SeptiFast, Roche Diagnostics, Manheim, ionizados y aerosolizados hacia un El espectro de masas de cada 
Germany) identifica de forma temprana a espectrofotómetro de masas. Se generan compuesto se denomina «huella química» y 
algunos agentes etiológicos bacterianos y señales espectrales que son procesadas es una representación gráfica de los 
fúngicos de la sepsis a partir de muestra para determinar su masa y su composición fragmentos obtenidos, por orden creciente 

9directa . La región amplificada es el espacio en bases. Estos resultados son considerados de masa frente a su abundancia relativa. Los 
intergénico del 16S-23S ARNr bacteriano o con los iniciadores de amplificación tres componentes básicos de un espectró-
del 18S-5,8S fúngico. La no detección de utilizados en la estrategia TIGER «Triangu- metro de masas son los siguientes:
todos los potenciales patógenos y la lation Identification for the Genetic 
necesidad de cultivo para la determinación Evaluation of Risks» (Ibis T5000, Alcimed, 1. Fuente de ionización. Es el elemento del 
del perfil de sensibilidad a antimicrobianos, Paris, France) entrando la información en espectrómetro que ioniza el material que va 
no permite a esta técnica sustituir la una base de datos genómica que asigna la ser analizado. Las técnicas para la 
realización de los hemocultivos. Otras determinación de especie. Ventajas ionización, el proceso físico o químico 
desventajas añadidas al restringido indicadas son: no requieren cultivo o mediante el cual se producen iones, han 
espectro de especies detectadas son: falsos conocen con anticipación el producto sido determinantes para establecer qué 
positivos con bacteremias o fungemias analizado; es eficiente en muestras tipos de muestras se pueden analizar por 
transitorias, fuerte dependencia de la polimicrobianas; en el caso de nuevos espectrometría de masas.
concentración bacteriana, alto coste y carga patógenos no caracterizados permite la 2. Analizador de masas. Utiliza un campo 
de trabajo. asignación a géneros o familias bacterianas eléctrico o magnético para acelerar los 

o víricas; y también permite realizar la iones y separarlos en función de su relación 
De forma adicional han surgido detección de genes de virulencia, de masa/carga (m/z).

plataformas de identificación de patógenos resistencia y la tipificación. 3. Detector. Los iones que llegan al detector 
que modifican o sustituyen la secuenciación producen una señal eléctrica que es 
tradicional, como sucede con la pirose- Recientemente ha aparecido una procesada, ampliada y enviada a un 
cuenciación o la espectrofotometría de nueva plataforma comercial, conocida ordenador. El registro obtenido es el 
masas, respectivamente. Mediante como PLEX-ID (Abbott), basada en esta espectro de masas o «huella química».
plataformas de amplificación-pirosecuen- metodología, que permite el análisis directo 
ciación se realiza la identificación bacteria- e identificación de microorganismos sobre La espectrometría de masas 
na o fúngica mediante PCR de tres regiones muestras, incluidos los hemocultivos (BAC MALDI-TOF se denomina MALDI por sus 
variables del ARNr 16S (V1-V3, o V1, V2 y V6) Spectrum Assay). Ha demostrado buenos siglas en inglés Matrix-Assisted Laser 
y del ARNr 18S, respectivamente en resultados incluso en bacteriemias Desorption/Ionization (desorción/ioniza-
hemocultivos (BlackLight Sepsis Kit, polimicrobianas, con independencia de que ción por láser asistida por matriz) y TOF por 
BlackBio, Madrid, España; Pyromark ID, sean microorganismos aerobios, anae- el analizador Time of Flight (tiempo de 
Quiagen GmbH, Hilden, Alemania). Se robios, cultivables, lentos crecedores o vuelo) que se integra típicamente con 
obtienen tres amplicones con un tamaño incultivables. Destaca como aspecto fuentes de ionización MALDI.
inferior a 500 pb, susceptibles de deter- importante que podría incluso utilizarse 
minar su composición en nucleótidos como un método cuantitativo. Destacan como más importantes 
mediante la emisión de luz por la liberación las siguientes características:
de pirofosfatos (subproductos de la 
extensión por polimerización de la cadena – Para obtener iones de forma adecuada es 
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necesario que la muestra esté embebida en 
una matriz orgánica.
- Como fuente de ionización emplea un 
láser. Se generan iones tras bombardear con 
fotones (láser) la muestra. Se producen 
rayos UV de 337 nm.
- La separación de los iones se produce 
según el «tiempo de vuelo».
- El tiempo de obtención del espectro es 
aproximadamente de un minuto para 
10- 12 g de un compuesto de masa/carga 
(m/z) de 1.000 daltons.

Una aplicación de la espectrometría 
de masas MALDI-TOF de gran interés en 
microbiología es la «identificación de 
microorganismos». La identificación 
bacteriana basada en el perfil de proteínas 
obtenido mediante la espectrometría de 
masas MALDI-TOF fue ya propuesta hace 

11varias décadas . Sin embargo, sólo 
recientemente ha empezado a usarse como 
un método rápido y fiable para la 

12identificación bacteriana . En un principio Comparación de espectros genera- Typer versión 2.0 analiza los picos obtenidos 
se efectuaron estudios parciales sobre su dos con bases de datos previas: y tras la comparación con los picos de la 
efectividad para la identificación de base de datos obtiene un score logarítmico 
determinados microorganismos en - Rapidez de la técnica (aproximadamente cuyo valor en base al grado de identidad o 

13condiciones controladas . Actualmente, 90 microorganismos/hora). de similitud, permite definir especie: ≥ 2; < 
cada vez aparecen más trabajos que han - Identificación a nivel de género y especie, 2 ≥ 1,7: género, < 1,7 ausencia de identifi-
estudiado su efectividad en la identificación en ocasiones subespecies. cación, respectivamente. Por su parte, en el 
de aislamientos clínicos de bacterias gram software Saramis se expresa como 
positivas y gram negativas de diversos Es importante emplear el mismo porcentaje de similitud.
orígenes directamente desde los medios de protocolo estandarizado para obtener los 
cultivo habituales y sin condiciones perfiles y poderlos comparar con una base En el momento que obtenemos un 

14especiales, como método de rutina . de datos previa. resultado de identificación en el rango de 
aceptable por parte de la técnica comercial, 

Plataformas comerciales de espectrome- En la tabla 2 se describen con más entraría en juego nuestra formación como 
tría de masas MALDI-TOF para identifi- detalle tres ejemplos de sistemas microbiólogos para validar esa identifi-
cación microbiana comerciales que emplean espectrometría cación. Es importante tener en cuenta la 

de masas MALDI-TOF para identificación naturaleza de la colección de aislamientos 
Desde la descripción original del microbiana: MicrobeLynxTM de Waters que nos proponemos estudiar y ser críticos 

sistema, se han desarrollado varios Corporation, MALDI BiotyperTM de Bruker con los resultados que se obtienen. Una vez 
sistemas que son capaces de realizar la Daltonics,  AXIMA@SARAMISTM de validada la identificación se puede trasferir 
identificación de bacterias enteras, sin Schimadzu & Anagnostec. y MS-ID de el resultado al sistema informático del 
necesidad de largos procedimientos previos bioMérieux. laboratorio.
(extracción proteínas, digestión, purifica-
ción,...). El objetivo final de las técnicas de Si por el contrario, obtenemos 

espectrometría de masas aplicadas a la como resultado «no identificado» puede 
Se basan en la detección de identificación bacteriana es el poder tener dos posibles explicaciones: en primer 

proteínas ribosómicas S y L (2.000 a 20.000 determinar el género y especie del lugar el espectro obtenido no es bueno y al 
Da). Se asume que el 80-90% de las señales microorganismo. Es imprescindible que compararlo con la base de datos no 
del espectro de la bacteria son proteínas este resultado sea correcto debido a sus encuentra similitudes, y la segunda, sería 
ribosomales. implicaciones clínicas. que a pesar de haber obtenido un buen 

espectro, este microorganismo no está 
Las características principales de Las plataformas comerciales de presente en la base de datos y no puede 

estos sistemas son las siguientes: espectrometría de masas MALDI-TOF para identificarlo.
identificación microbiana informan al 

- Sin procedimiento previo de extracción. Se usuario del grado de confianza de los Ventajas, inconvenientes y limitaciones 
utiliza directamente una colonia bacteriana. resultados de la identificación para cada 
- Comparan perfil o huella espectral desco- muestra. La utilización de la espectrometría 
nocida frente a las de bacterias conocidas. de masas MALDI-TOF presenta ventajas e 

En concreto, el software MALDI Bio- inconvenientes.

Tabla 2
Sistemas comerciales que emplean espectrometría de masas MALDI-TOF para identificación microbiana
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Como «ventajas» en el laboratorio de - La identificación es independiente de que Conflicto de intereses
microbiología la técnica destaca por su alta los medios de cultivo sean o no selectivos. Si 
tasa de identificación, rapidez ya que es importante la antigüedad del cultivo. Se Los autores declaran no tener 
obtiene resultados fiables en menos de un recomienda no más de 18-24 horas de ningún conflicto de intereses.
minuto por muestra y no precisa pre- incubación, particularmente en bacterias 
selección, facilidad por su preparación que forman esporas (Bacillus spp.), 
simple y uniforme, robusta y fiable bajo bacterias que acumulan productos 
condiciones variables y con bajo coste en metabólicos (Arthrobacter spp.) o bacterias 
reactivos. También proporciona ventajas en que sufren autólisis a medida que los 
la gestión del paciente como la adminis- cultivos envejecen (Streptococcus spp.). En 
tración de antibióticos más eficientes, el caso particular de microorganismos 
reducción en los tiempos de hospitalización anaerobios es fundamental mantener las Bibliografía
y disminución en gasto sanitario por condiciones de anaerobiosis hasta el mismo 
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