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ARTiCULO DE REVISION

Avances biotecnologicos en el diagnostico
de enfermedades infecciosas

Fidel de la Cruz Hernandez-Hernandez, Dr en C,(") Mario H Rodriguez, MC, PhD.®

Hernandez-Hernandez FC, Rodriguez MH.
Avances biotecnolégicos en el diagnéstico
de enfermedades infecciosas.

Salud Publica Mex 2009;51 supl 3:5424-S438.

Resumen

La deteccién de moléculas de patogenos (antigenos y material
genético) y moléculas de respuesta de los hospederos ante la
infeccion (anticuerpos) es el principio basico de las pruebas
diagnésticas moleculares. Estas pruebas han hecho innecesaria
la deteccién directa del microorganismo patdgeno agresor.
Los nuevos avances en biologia molecular y el desarrollo de
tecnologia robdtica y secuenciacion genémica y proteica
han permitido el desarrollo de nuevas pruebas diagnosticas
altamente especificas y de gran rendimiento. La genomica y
protedmica contribuyen a la identificacion de biomarcadores
y la biotecnologia aporta métodos para producir reactivos
de alta pureza. La identificacion de genes codificantes de an-
tigenos especificos, su clonacion y produccién recombinante
y la produccién de anticuerpos monoclonales, fragmentos de
éstos y anticuerpos de una sola cadena han hecho posible
el desarrollo de nuevas técnicas inmunoldgicas més seguras
y de sensibilidad y especificidad elevadas. Nuevas moléculas
de reconocimiento, incluidos los aptdmeros, podran pronto
superar la necesidad de producir anticuerpos mediante
inmunizacion. Para la deteccién de material genético se han
desarrollado nuevas medidas metodoldgicas basadas en la
hibridacion y amplificacion (PCR, de punto final y en tiempo
real) en formatos multiplex y en microarreglos y para su
deteccion se han disefiado moléculas reporteras que per-
miten su cuantificacion. Aunque estos métodos requieren
instrumentacion compleja, puede ya anticiparse que pronto
seran accesibles para su aplicacion en salud publica.

Palabras clave: biotecnologia; diagnostico; enfermedades infec-
ciosas; PCR; anticuerpos; espectrometria de masas
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Abstract

The detection of molecules of pathogens (antigens and ge-
netic material) and host molecules in response to infections
(antibodies) is the basic principle involved in molecular
diagnostic tests.These tests have avoided the need to detect
the attacking pathogen. New advances in molecular biology
and the development of robotic technology and genomic
and protein sequencing have allowed for the development
of new high performance and highly specific tests. Genomics
and proteomics contribute to the identification of biomar-
kers and biotechnology provides methods to produce high
purity reagents.The identification of coding genes of specific
antigens, their cloning and recombinant production, the
production of monoclonal antibodies, their fragments and
single chain antibodies enabled new, safer, high sensitivity
and specificity immunological techniques to develop. New
recognition molecules, including aptamers, will soon replace
the need to produce antibodies by immunization. For the
detection of genetic material,new methodological strategies
based on hybridization and amplification (PCR, end point and
real time) in multiplex and microarray formats have been
developed, and for their detection new reporter molecules
have been designed that enable their quantification.Although
these methods require sophisticated instrumentation, they
will soon be accessible for application in public health.

Key words: biotechnology; diagnosis; infectious diseases; PCR;
antibodies; mass spectrometry
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La eficacia de los métodos para el diagndstico de las
enfermedades infecciosas depende de su sensibi-
lidad y especificidad para la deteccion inequivoca de
la presencia de organismos patégenos o la respuesta
especifica del hospedero infectado ante su presencia.
Las nuevas tecnologias basadas en la biologfa mole-
cular ha permitido la identificacién de componentes
(biomarcadores) exclusivos de los agentes infecciosos
(bacterias, protozoarios, virus), moléculas que partici-
pan en la interaccién de los patégenos con sus hospe-
deros (de reconocimiento e interaccion con sus células
y organismos blanco, productos metabélicos y toxinas)
y moléculas que producen los hospederos en respuesta
ala agresion. Estas pueden utilizarse para la deteccién
e identificacion, a nivel de grupo y especie, de los agen-
tes agresores y son la base para el disefio de pruebas
diagndsticas moleculares. Para este efecto, los nuevos
desarrollos en biotecnologia han posibilitado la ingenie-
ria molecular de reactivos para pruebas que dependen
de la interaccién de moléculas de reconocimiento, la
produccién a gran escala de reactivos altamente pu-
rificados, el desarrollo de pruebas mds sensibles con
alta especificidad y la automatizacion de protocolos
diagndsticos para el procesamiento simultdneo de un
nimero grande de muestras, lo cual las hace ttiles en
estudios de salud publica.!

Deteccion especifica de moléculas mediante
pruebas inmunolégicas

Las pruebas inmunoldgicas estdn disefiadas para detec-
tar antigenos circulantes de los patégenos o la presen-
cia de anticuerpos producidos en respuesta a agentes
infecciosos. Algunas de las moléculas que participan en
la interaccién hospedero-pardsito pueden permanecer
en el suero de los sujetos infectados por periodos pro-
longados y son detectables aun en casos en los que la
infeccién es asintomatica y después de su resolucién. La
deteccién de estas moléculas, si bien no siempre es ttil
paraidentificar infecciones activas, lo es para determinar
su frecuencia y el grado de dispersion de los agentes
infecciosos en la poblacién humana.

La deteccién de antigenos circulantes en una
persona es prueba fehaciente de una infeccién activa o
muy reciente; la presencia de anticuerpos especificos es
evidencia de que el agente microbiano se encuentra o
estuvo presente en ese individuo, por lo que su recono-
cimiento puede servir como prueba diagndstica de una
infeccién aguda o reciente (IgM), o bien de una infeccién
pasada o crénica (IgG).2

En la préctica, las mayores limitaciones para el di-
sefio y desarrollo de nuevos sistemas de diagndstico por
métodos inmunoldgicos son la produccién de antigenos
y anticuerpos especificos para las moléculas de interés.
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La produccién de proteinas y secuencias nucleotidicas
por medio de técnicas de biologia molecular hace posi-
ble la obtencién de reactivos de alta pureza en grandes
cantidades. De manera adicional, la estructura de las
moléculas producida por estas técnicas puede modifi-
carse para incrementar su reactividad. La preparacion de
anticuerpos especificos requiere antigenos en cantidad y
pureza suficientes. Si bien los antigenos proteicos pue-
den obtenerse directamente del organismo que se desea
detectar en la prueba diagndstica, el uso de moléculas
producidas por metodologia recombinante tiene varias
ventajas:® dado que se conoce la secuencia del gen y
su producto correspondiente, es posible introducir en
estas secuencias modificaciones que al cambiar algtn
grupo quimico especifico facilitan su purificacion, o
la hacen mds antigénica y por tanto mds eficiente para
la produccién de anticuerpos especificos. Ademds,
la produccién de antigenos por medio de tecnologfa
recombinante permite aumentar la cantidad y pureza
del antigeno producido, ademéds de acelerar y disminuir
los costos de produccién.*> Por otra parte, los antigenos
de microorganismos peligrosos pueden producirse en
organismos inocuos, con lo que se reduce el riesgo de
infeccién durante la produccién.>®

Entre las pruebas inmunolégicas més utilizadas en
métodos diagndsticos figuran las de hemaglutinacién,
inmunodifusiéon e inmunofluorescencia indirecta (IFI);
algunas de éstas constituyen las pruebas de referen-
cia (“estindar de oro”) para la deteccién de agentes
patégenos.” En la actualidad se utilizan los métodos
automatizados en cdmaras de multipozos tipo ELISA
y las pruebas rdpidas (rapid diagnostic tests, RDT), en
las cuales los antigenos a detectar se fijan a una tira de
membrana que se sumerge directamente en los reactivos
de deteccién (anticuerpos) y revelado, con obtencion en
pocos minutos de un resultado. Estas pruebas permi-
ten procesar en forma expedita un ntimero elevado de
muestras, con buena sensibilidad y especificidad.

El andlisis del desarrollo de pruebas rdpidas (RDT)
ejemplifica los procedimientos moleculares empleados
para el disefio de nuevas técnicas inmunoldgicas, asi
como las ventajas y limitaciones de este tipo de pruebas
para el diagnéstico de enfermedades infecciosas, inclui-
das malaria, SIDAy sifilis. Las RDT son tiras diagndsti-
cas que tienen como principio la inmunocromatografia
para identificar antigenos o anticuerpos; un reactivo
(antigeno o anticuerpo) es reconocido por otro reactivo
(anticuerpo o antigeno) contenido en un liquido que
migra a través del papel. El objetivo de estas pruebas
es contar con instrumentos diagnésticos que sean sim-
ples, con resultados inmediatos para el diagndstico in
situ (junto al paciente) y, de esa manera, poder instituir
tratamiento oportuno (por tal razén se conocen como
pruebas de punto de atencién), y al mismo tiempo
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tomar decisiones acerca del control de la dispersion de
los agentes patégenos.

Las tiras diagndsticas son producto de la aplica-
cion de la biologfa molecular a varios niveles, la iden-
tificacion de biomarcadores especificos, su clonacion
y produccién por medio de tecnologfa recombinante
y la produccién de anticuerpos monoclonales para
su captura y deteccion. El caso de las RDT para la
deteccién de pacientes maldricos es un buen ejemplo.
El diagndstico de infeccién con el pardsito de la ma-
laria (Plasmodium spp.) se basa en la identificacién de
un biomarcador como la proteina rica en histidinas 2
(PRH2), la enzima deshidrogenasa de lactato (pLDH)

ouna aldolasa parasitaria.*” Las tiras diagndsticas con-
tienen en su extremo distal anticuerpos monoclonales
que reconocen pLDH o aldolasa, comunes entre las
especies del parésito, pero todas contienen anticuerpos
especificos contra P. falciparum, de tal modo que pueden
servir para establecer diagnésticos diferenciales o de
infecciones mixtas.

Para el diagndstico se coloca en el extremo proximal
de la tira la muestra sanguinea, junto con un amortigua-
dor de lisis celular que contiene ademds un anticuerpo
marcado con un colorante. La migracién del liquido
pone en contacto a los tres reactivos y la fijacion en una
banda del anticuerpo marcado™ (figura 1). La presencia
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FiGURA |. PRUEBAS DIAGNOSTICAS RAPIDAS (RAPID DIAGNOSTIC TEST, RDT). |. SOBRE UNA MEMBRANA POROSA SE TRAZAN TRES
LiNEAS; EN LA PRIMERA SE FIJA UN ANTICUERPO (AB) DIRIGIDO CONTRA EL ANTIGENO BLANCO DEL PARASITO (AG) Y SE MARCA
CON UNA ENZIMA; EN LA SEGUNDA, LLAMADA DE PRUEBA, SE FIJA UN ANTICUERPO DIRIGIDO CONTRA EL ANTIGENO BLANCO DEL
PARASITO Y EN LA TERCERA, O CONTROL, SE FIJA TAMBIEN UN ANTICUERPO DIRIGIDO CONTRA EL ANTICUERPO MARCADO. 2. EL
EXTREMO DE LA TIRA SE HIDRATA CON UNA SOLUCION AMORTIGUADORA QUE FLUYE A LO LARGO DEL SISTEMA, EL AGENTE DE LISIS
SOLUBILIZA Y LIBERA LOS AG Y EL AB MARCADO, LO CUAL HACE POSIBLE LA FORMACION DE COMPLEJOS QUE SON ARRASTRADOS
A LO LARGO DE LA TIRA. 3. Los coMPLEJos AB-AG SON CAPTURADOS EN LA LINEA DE PRUEBA Y LOS ANTICUERPOS LIBRES EN LA
LINEA CONTROL. EN PRESENCIA DE UN CROMOGENO, SUSTRATO DE LA ENZIMA UNIDA AL ANTICUERPO, SE DESARROLLAN LINEAS
QUE REPORTAN EL RECONOCIMIENTO DEL ANTICUERPO. LA LINEA CONTROL DEBE EMITIR SENAL SIEMPRE PARA GARANTIZAR LA
INTEGRIDAD DE LOS REACTIVOS. LA SENAL EN LA LINEA DE PRUEBA INDICA LA PRESENCIA DEL PARASITO
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de pLDH o aldolasa en la muestra sanguinea indica
infeccién activa, pero la PRH2 persiste en circulaciéon
hasta por 14 dias después del tratamiento, por lo que
en ese caso puede tratarse de una infeccion resuelta o
persistente. La sensibilidad de la prueba es de 95%,
en comparacion con un andlisis por microscopia, con
un limite inferior de 100 parésitos/ul® Sin embargo,
existen variaciones regionales de HPR2, lo que hace
que en algunas dreas la prueba genérica no reconozca
parasitemias por debajo de 500 pardsitos/ ul.

Varias pruebas de la efectividad y el costo-beneficio
de las RTD se han realizado en varias partes del mun-
do. Por ejemplo, debido al aumento de la resistencia
de los pardsitos del paludismo a los medicamentos
anti-maldricos, se han introducido nuevos esquemas
de tratamiento con combinaciones farmacolégicas que
requieren una evaluacién oportuna de su efectividad;
para ello las RTD proporcionan ventajas en relacién con
el manejo rdpido y masivo de muestras para la deteccién
parasitaria.!1?

La disponibilidad de aparatos robéticos ha posi-
bilitado la manipulaciéon automatizada de cantidades
muy pequeias de reactivos y la fijacion de moléculas
reactivas (dcidos nucleicos, proteinas o azlicares) en
hileras, muy préximas entre si, sobre una matriz sélida
plana (una membrana o un vidrio), lo que se denomina
microarreglos'® (figura 2). Para el desarrollo de pruebas
diagnésticas existen dos tipos de microarreglos de
proteinas: los que contienen fijados en la matriz sélida
anticuerpos para la deteccién de diversos antigenos
(biomarcadores de patdgenos) y los que contienen an-
tigenos especificos de los patdgenos para la deteccién
de anticuerpos en muestras sanguineas. Un ejemplo de
estos tltimos se desarroll6 para la deteccién simultdnea
de anticuerpos en sueros humanos contra Toxoplasma
gondii, el virus de la rubeola, citomegalovirus y el virus
del herpes simple tipos 1y 2.1 El desempefio diagnés-
tico de estos microarreglos se comparé con el de una
prueba ELISA comercial, lo cual puso de manifiesto
las ventajas de este tipo de pruebas de alto desempefio
respecto de las técnicas inmunoldgicas tradicionales:
ambas pruebas pueden utilizarse para el diagndstico
de infecciones recientes (deteccion de IgM), pero en los
microarreglos, ademds de la investigacion simultdnea de
varios patdgenos, la reproducibilidad de los resultados
es mayor, se utilizan cantidades de reactivos menores y,
por dltimo, la incorporacién de curvas de calibracién en
la matriz permite que ésta se procese bajo las mismas
condiciones que las muestras, de tal modo que se elimi-
nan las variaciones debidas al tiempo de manipulacién,
temperatura, contenido de grasa, proteinas, y otros
factores, en los sueros problema.
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FIGURA 2. MICROARREGLOS. A. EN UNA MATRIZ SOLIDA SE
FIJA UNA COLECCION DE MOLECULAS ACOMODADAS EN FORMA
DE HILERAS PARALELAS (MICROARREGLOS) QUE FORMAN UN
PUNTO MUY PEQUENO Y CON UNA LOCALIZACION CONOCIDA.
Estas MoLEcuLAs PUEDEN SER ADN (ARo 1994), PROTEINA
(2000) o AzUcares (2002). B. A LA MATRIZ SE LE ANADE
UNA SOLUCION ‘“SONDA” CON UNA MEZCLA DE MOLECULAS
QUE POR AFINIDAD SE PEGAN A LAS QUE ESTAN UNIDAS A LA
MATRIZ. ESTA MEZCLA PUEDE CONTENER ACIDOS NUCLEICOS O
PROTEINAS QUE SE MARCAN, CASI SIEMPRE CON FLUORESCENCIA,
LO QUE PERMITE SU DETECCION Y MEDICION POR FLUOROME-
TROS AUTOMATIZADOS EN LOS PUNTOS DONDE SE UNIERON.
C. ESTE FORMATO PERMITE ANALIZAR UNA GRAN CANTIDAD
DE MOLECULAS A LA VEZ. EL SISTEMA PERMITE CALCULAR LA
CANTIDAD DE LAS MOLECULAS SONDA FIJADAS A LA MATRIZ Y
LAS DESPLIEGA COMO CUADROS DE COLORES.

Ingenieria molecular de anticuerpos

Los anticuerpos se unen con alta especificidad y sensibili-
dad a proteinas, azticares, lipidos y moléculas diversas; en
consecuencia, usados como reactivos, pueden identificar
de forma eficaz una gran variedad de biomarcadores de
agentes patdgenos. No obstante, éstos presentan algunas
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dificultades de produccién e inconvenientes para las
aplicaciones biotecnoldgicas. Por consiguiente, la pro-
duccién tradicional de anticuerpos contra el antigeno
deseado, por medio de inmunizaciones de animales, no
siempre es exitosa; asimismo, es posible que la especi-
ficidad y la sensibilidad de los anticuerpos producidos
puede ser limitada por las caracteristicas genéticas de
la especie animal utilizada.’>'® Si bien la tecnologia
recombinante ha revolucionado la produccién, disefio
y adecuacién para funciones especificas de proteinas, la
estructura de los anticuerpos formada por dos cadenas
pesadas y dos ligeras dificulta su produccién por medio
de esta tecnologfa. Ademds, estas moléculas requieren
modificaciones postraduccionales, como glucosilacion,
doblamiento y formacién de puentes disulfuro, lo que
impide su produccién en forma recombinante en orga-
nismos procariontes. La metodologfa para la preparacién
de anticuerpos monoclonales revoluciond la produccion
de anticuerpos, ya que hace posible obtener anticuerpos
dirigidos contra un solo epitopo, se pueden almacenar las
células para volver a elaborarlos cuando sea necesario y se
pueden producir cantidades suficientes de reactivos.'”®
No obstante, esta medida es todavia costosa y encarece
su inclusién en pruebas diagndsticas.

Varias intervenciones moleculares se han empleado
pararesolver las limitaciones de produccién y el disefio
de anticuerpos con mayor afinidad por sus antigenos y
estructuras mds sencillas y estables. Las cadenas pesa-
das (VH) y ligeras (VL) que conforman los anticuerpos
pueden producirse de manera aislada y conservar su
capacidad de unirse de manera especifica a sus anti-
genos,'”? pero con afinidad y solubilidad reducidas.?!
Las moléculas que contienen aparejadas las regiones
complementarias (CDR) de las cadenas VH y VL son
suficientes para mantener su unién especifica a los
antigenos.?? Los métodos de biologia molecular se em-
plean para generar protefnas semisintéticas derivadas
de los anticuerpos,?? estructuralmente mds sencillas,
que incluyen las regiones variables funcionales, con
capacidad de unién a un antigeno y estables en diversas
condiciones ambientales; entre éstas figuran las siguien-
tes: fragmentos ab (Fab); fragmentos variables (Fv);?
y regiones variables conformadas con una sola cadena
(scFv).” Estas moléculas se producen como fragmentos
Fab de anticuerpos monovalentes, como cadenas tinicas
(SCFv) que contienen las regiones VH y VL unidas por
un polipéptido puente y que mantienen su funciona-
lidad, como por ejemplo su capacidad de inhibir el
desarrollo de pat6genos.?® Las moléculas formadas por
un solo dominio variable (V) se pueden disefiar por
computadora para hacerlas complementarias a la estruc-
tura de su molécula blanco.”*! También se producen
fragmentos correspondientes a las regiones variables de
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los anticuerpos conformados con dos cadenas peptidicas
ensambladas en una sola cadena peptidica (dsFv).303!
Algunas de estas variantes de anticuerpos se producen
a gran escala en organismos modelo como Escherichia
coli 0 sistemas de virus, procariotes y eucariotes.>® La
produccién de fragmentos de proteinas en bacteriéfagos
filamentosos de tipo f (fagos f1, fd y M13) también se ha
empleado para la elaboracién de scFvs, para cuyo fin se
clona el fragmento de interés para producirla fusionada
con una proteina de cdpside expuesta en la superficie
del virion (phage display) (figura 3).3* Los fagos son muy
convenientes para expresar dominios de anticuerpos, ya
que son estables en forma cristalizada o liofilizada y ello
facilita su almacenaje y transporte y se pueden producir
en gran cantidad y a bajo costo. Ejemplos de la aplicacién
de esta tecnologfa son la produccion de fagos capaces
de identificar antigenos de bacterias del género Bacillus
spp., incluido B. anthracis, los cuales tienen alto potencial
para diagndstico ya que son especificos y sensibles y se
pueden manipular en diversas plataformas de ensayos
diagnésticos™* y se experimenta con fagos utiles para
la neutralizacién de ataques terroristas, ya que se ha
demostrado que la inmunizacién pasiva tiene efectos
significativos en el tratamiento.?

Una alternativa para la produccién de nuevos reac-
tivos de reconocimiento es la ingenierfa de moléculas
(proteinas y otras moléculas) diferentes de las Igs, con
capacidad de unirse de manera especifica a un antigeno.
Una ventaja adicional de estos moldes es que pueden
generarse moléculas que no tengan reacciones inmuni-
tarias cruzadas y que para el revelado de sus pruebas
no dependan, a su vez, de segundos anticuerpos que
puedan presentar reconocimiento cruzado. Entre estas
moléculas se encuentran las protefnas ricas en leucina,
lipocalinas y tendamistat.?

Por otra parte, por medio de la sintesis quimica de
oligonucledtidos, se generan moléculas de ARNy ADN
(genes sintéticos), con propiedades de reconocimiento
altamente especifico de moléculas que en algunos casos
es superior al de los anticuerpos.*’ Los aptdmeros son
muy estables ante condiciones ambientales, pueden
producirse contra moléculas poco inmunogénicas y
su afinidad y especificidad de unién a los antigenos
pueden mejorarse clonando los aptdémeros como genes
sintéticos y laintroduccién dirigida de variaciones en su
secuencia “evolucién dirigida”. Por otra parte, durante
la sintesis de los aptdmeros se pueden introducir 4tomos
que funcionan como etiquetas para su deteccion como
los quantum dots (Q-dots) y al aplicarse se puede inducir
su unién covalente al sitio blanco, lo que permite que el
complejo aptdmero-molécula blanco pueda lavarse en
condiciones extremas, antes de su lectura, para mejorar
la especificidad y estabilidad de las pruebas diagndsti-
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FiGURA 3. DESPLIEGUE DE PROTEINAS EN FAGOS. A.EN EL ADN DE UN FAGO FILAMENTOSO coMO M |3 SE CLONA (ANIDADA DEN-
TRO DE LA SECUENCIA DE LAS PROTEINAS DE CAPSIDE |1l o VII) LA SECUENCIA DE UNA PROTEINA HETEROLOGA, DE TAL MODO QUE
AL PRODUCIRSE NUEVAS PARTICULAS VIRALES ESTAS PRESENTAN EN SU SUPERFICIE EL FRAGMENTO DE LA PROTEINA QUE SE CLONO.
B. AL CLONAR EN LOS FAGOS UNA POBLACION DE ADNC QUE CODIFIQUE LA REGION DE RECONOCIMIENTO DE UN ANTICUERPO,
UNA POR FAGO, Y CADA SECUENCIA CON LIGERAS DIFERENCIAS GENERADAS AL AZAR, SE GENERA UNA POBLACION DE FAGOS TAL
QUE CADA UNO DESPLIEGA UNA PROTEINA DIFERENTE. ESTA POBLACION SE PUEDE SELECCIONAR POR SU UNION A UN ANTIGENO
ESPECIFICO, PARA OBTENER LOS FAGOS QUE EXPRESAN LAS MOLECULAS CON MAYOR AFINIDAD A LA MOLECULA BLANCO. EsTOS FAGOS
SE RECUPERAN Y SE MULTIPLICAN PARA OBTENER CANTIDADES UTILES DE VIRUS QUE SE ADHIEREN A UN SUSTRATO ESPECIFICO

cas. Los aptdmeros son eficientes en pruebas y formatos
bien establecidos y pueden competir con los anticuerpos
en diagnéstico e investigacion. 4

Biologia molecular de acidos nucleicos
y métodos diagnésticos

Si bien los organismos comparten de manera variable
en su genoma genes comunes (ort6logos), estos genes y
otros no compartidos presentan secuencias especificas de
género, especie y cepa que hacen posible su identificacién
inequivoca. Una vez identificadas las secuencias exclusi-
vas de patdgeno, éstas pueden utilizarse para el desarro-
llo de reactivos para pruebas diagnésticas. En la practica
se desarrollan de forma constante nuevos equipos para
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la manipulacién, secuenciacién y detecciéon de 4cidos
nucleicos, lo que permite que esté en desarrollo una gran
cantidad de proyectos de secuenciacién de genomas de
microorganismos; de igual modo, muchas de las bases
de datos generadas, completas o en proceso, y las herra-
mientas informdticas para su andlisis estdn disponibles
libremente en internet (Portal NCBI National Institute for
Biotechnology Information, http:/ / www.ncbinlm.nih.gov/
Genomes/).*> También estén disponibles bases de datos
con informacién sistematizada sobre microorganismos
con potencialidad patogénica, segtin sean la agresividad,
potencialidad de dispersién, datos epidemiolégicos y
técnicos para el diagnéstico de enfermedades infecciosas;
estas bases de datos se pueden consultar en linea (http:/ /
www.cde.gov/ page.do)* (cuadros I a III).
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Deteccion de dcidos nucleicos. La deteccién del material
genético de un microorganismo en muestras biol6gicas
indica la presencia del patégeno en los sujetos de estudio
en el momento de obtener la muestra. Esta detecciéon
permite la identificacion de infecciones de manera di-
recta sin la necesidad del cultivo del agente patégeno
causal y la detecciéon de ARN mensajeros indica que el
organismo en cuestién estd metabdlicamente activo.*
Las pruebas diagndsticas basadas en dcidos nucleicos
se basan en la deteccién directa de su presencia por
medio de sondas especificas (hibridaci6én), pero también
es posible incrementar su sensibilidad por medio de la
amplificacion de secuencias especificas diagnésticas (re-
accién en cadena de la polimerasa) del material genético
presente en las muestras.

La hibridacién se basa en la capacidad de dos
cadenas sencillas de dcido nucleico, ADN o ARN,
complementarias en su secuencia de bases, de formar
enlaces especificos y crear una doble hélice en cualquier
combinacién: ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. Du-
rante la hibridacion una molécula de secuencia conocida
(lasonda diagnéstica) “busca” e identifica a su comple-
mentaria en una mezcla de moléculas de dcido nucleico,
aunque ésta sea muy compleja. La hibridacién se puede
efectuar en diversos formatos, en soluciéon o con la ca-
dena blanco unida a un soporte sélido o incluso in situ,
esto es, en un corte de tejido o0 un microorganismo com-
pleto fijado. La sonda diagndstica puede producirse por
sintesis quimica o técnicas recombinantes y durante su
produccién se le incorporan etiquetas para su deteccién

Cuadro |
GENOMAS DE BACTERIAS REPRESENTATIVAS DE IMPORTANCIA MEDICA HUMANA. ESTAS BASES DE DATOS SON ACCESIBLES
EN EL SITIO DEL NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV).
SE LISTAN LAS CARACTERISTICAS GENERALES DEL ORGANISMO: TG, TAMARNO DEL GENOMA; GCc, coONTENIDO DE GC

ID # Microorganismo TG GCc Enfermedad causada
269801  Bacillus anthracis* 5.50 352 Antrax
257313 Bordetella pertussis Tohama | 4.09 67.7 Sindrome respiratorio
224326  Borrelia burgdorferi B3| 1.52 282 Enfermedad de Lyme
195099  Campylobacter jejuni RM1221 * 1.78 31 Envenenamiento alimenticio
272561  Chlamydia trachomatis DIUW-3/CX * 1.04 40 Faringitis, bronquitis y neumonitis
36826 Clostridium botulinum A * 3.96 28 Botulismo
212717 Clostridium tetani E88 2.87 27 Tétanos
257309  Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129 2.49 535 Difteria
216592 Escherichia coli 536 * 4.9 50.5 Infeccion urinaria
281310 Haemophilus influenzae 86-028NP 1.91 385 Meningitis, septicemia, otitis, sinusitis y bronquitis
85962 Helicobacter pylori 26695 1.67 389 Inflamacion gastrica y dlcera péptica
169963 Listeria monocytogenes EGD-e 294 37 Listeriosis
272631 Mycobacterium leprae TN * 327 57.79 Lepra
164513 Mycobacterium tuberculosis FI 1* 4.4 65.6 Tuberculosis
272634 Mycoplasma pneumoniae M129 * 0.82 40 Neumonia atipica juvenil
242231 Neisseria gonorrhoeae FA 1090 215 52.7 Gonorrea
272831  Neisseria meningitidis FAM |8 2.19 51.6 Meningitis y septicemia
267747  Propionibacterium acnes KPA171202 256 60 Acné
208964  Pseudomonas aeruginosa PAO| 6.26 67 Infecciones oportunistas
295319  Salmonella enterica subsp. enterica * 4.59 522 Fiebre paratifoidea
216598  Shigella dysenteriae Sd197 * 4.59 51.10 Disenteria
198215 Shigella flexneri 2a str. 2457T 4.6 50 Disenteria
93062 Staphylococcus aureus subsp. aureus COL * 28l 37 Sindrome de choque téxico y fiebre “escarlata”
243276  Treponema pallidum subsp. pallidum str. Nichols I.14 52 Sifilis
345075  Vibrio cholerae O395 * 4.1 47.5 Enfermedad gastrointestinal

* Por razén de espacio se eliminaron organismos del mismo género o especie. Se seleccionaron sélo genomas completos
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Cuadro Il
GENOMAS REPRESENTATIVOS DE PROTISTAS ACCESIBLES EN LA BASE DE DATOS DEL NCBI (JuLio pe 2008). EsTas
BASES DE DATOS ESTAN DISPONIBLES EN EL SITIO WWW.NCBI.NLM.NIH.GOV. SE LISTAN CARACTERISTICAS GENERALES
DEL MICROORGANISMO. LA ID TAXONOMICA CORRESPONDE A LA BASE DE DATOS DE CLASIFICACION DE ORGANISMOS
(TAXBROWSER) ACCESIBLE EN EL MISMO sITIO. EL TAMARNO DEL GENOMA SE EXPRESA EN MEGABASES (MB). EL NUMERO
CROMOSOMIcO (CROM) SE DETERMING POR DIVERSOS METODOS, EN PARTICULAR PFGE.

Microorganismo Subgrupo ID taxonémica  Tamafio genoma Crom. Estatus  Fecha liberacién
Cryptosporidium hominis Apicomplexa 237895 8.74 8 Ensamblado  10/27/2004
Cryptosporidium parvum lowa Apicomplexa 5807 9.1 8 Ensamblado  03/27/2004
Dictyostelium discoideum AX4 Otros protistas 44689 34 6 Ensamblado  03/03/2005
Eimeria tenella Apicomplexa 5802 60 14 Progreso
Emiliania huxleyi 1516 Otros protistas 2903 220 Progreso
Entamoeba dispar Otros protistas 46681 Progreso 02/11/2006
Entamoeba histolytica Otros protistas 5759 20 14 Completo 12/09/2004
Entamoeba invadens* Otros protistas 33085 Progreso 02/11/2006
Entamoeba moshkovskii Otros protistas 41668 Progreso
Galdieria sulphuraria Otros protistas 130081 2 Progreso
Giardia lamblia ATCC 50803 Otros protistas 184922 12 5 Ensamblado  03/26/2003
Leishmania infantum Cinetoplastidos 5671 Progreso
Leishmania major Friedlin Cinetoplastidos 5664 5.44 8 Completo 03/17/1999
Naegleria gruberi Otros protistas 5762 Progreso
Paramecium tetraurelia Otros protistas 5888 Progreso 11/03/2006
Physarum polycephalum Otros protistas 5791 Progreso
Phytophthora infestans Otros protistas 4787 Progreso
Phytophthora infestans Otros protistas 4787 Progreso 11/15/2006
Phytophthora ramorum Otros protistas 164328 Progreso 09/01/2006
Phytophthora sojae Otros protistas 67593 Progreso 09/01/2006
Plasmodium berghei strain ANKA Apicomplexa 5823 26 14 Ensamblado  12/09/2004
Plasmodium chabaudi Apicomplexa 5825 30 14 Ensamblado  12/09/2004
Plasmodium falciparum 3D7 Apicomplexa 36329 23 14 Progreso 11/06/1998
Plasmodium gallinaceum Apicomplexa 5849 25 14 Progreso
Plasmodium knowlesi Apicomplexa 5850 25 14 Progreso
Plasmodium reichenowi Apicomplexa 5854 14 Progreso
Plasmodium vivax (strain Salvador ) Apicomplexa 126793 30 14 Progreso 09/20/2005
Plasmodium yoelii yoelii Apicomplexa 73239 23 14 Ensamblado  10/09/2002
Tetrahymena thermophila Otros protistas 5911 Progreso 02/14/2005
Theileria annulata Apicomplexa 5874 10 4 Progreso
Theileria parva Apicomplexa 5875 9 4 Progreso 06/30/2005
Toxoplasma gondii Apicomplexa 5811 30 9 Progreso 05/05/2006
Trichomonas vaginalis Otros protistas 5722 Progreso 05/25/2005
Trypanosoma brucei Cinetoplastidos 5691 26 22 Ensamblado  08/09/2003
Trypanosoma congolense L3000 Cinetoplastidos 5692 Progreso
Trypanosoma cruzi Cinetoplastidos 5693 34 Completo 07/14/2005
Trypanosoma vivax Y486 Cinetoplastidos 5699 Progreso

(enzimas para deteccién colorimétrica, fluorescencia).
Elntimero de moléculas blanco presentes en la muestra
determina el nimero de moléculas de la sonda que se
fijan al formato, lo cual determina la intensidad de la
sefial. La especificidad de la sefial obtenida depende del
grado de complementariedad entre las dos cadenas de
ADN (la sonda y el gen investigado) y su sensibilidad
(que se limita al nimero de copias del gen investigado
en el material biolégico).

En formato individual, la hibridacién es ttil para
detectar o confirmar los resultados de otras pruebas.*
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Nuevos desarrollos que usan el principio de hibridaciéon
son los microarreglos.” En este formato, las sondas de
ADN se imprimen o sintetizan (con formacién de celdas)
por medios autométicos directamente® sobre soportes
solidos de vidrio o polipropileno y estas secuencias,
fijadas en el soporte sélido, se incuban con muestras que
contienen el material genético en estudio, previamente
marcado, de tal modo que al hibridarse se presenta una
sefial en la celda reconocida.

En el momento presente, los altos costos de los
métodos basados en microarreglos impiden su empleo
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Cuadro Il
BASES DE DATOS DE GENOMAS DE INSECTOS. EXISTEN 57 PROYECTOS DE SECUENCIA DE GENOMA,
SOLO SE HA COMPLETADO EL DE DROSOPHILA MELANOGASTER, 3 | SE HALLAN EN FASE DE ENSAMBLADO Y 3| EN PROCESO.
SE LISTAN MICROORGANISMOS REPRESENTATIVOS DE IMPORTANCIA MEDICA

Microorganismo ID taxondmica ;anoﬁz Crom. Estatus ;;;f:cgz Centro/Consorcio

TIGR Broad Institute

Aedes aegypti Liverpool 7159 800 3 Ensamblado  02/11/2005 The International Consortium for the Sequencing
of Anopheles Genome Celera

Anopheles gambiae str. PEST 180454 3 Ensamblado  03/22/2002 Genomics Genoscope

Apis mellifera DH4 7460 200 16 Ensamblado  12/19/2003 Baylor College of Medicine

Bombyx mori (2) 7091 530 28  Ensamblado  04/27/2004 International Lepidopteran Genome Project

Culex quinquefasciatus 7175 540 3 Ensamblado  04/19/2004 Broad Institute

Drosophila melanogaster (varias) 7227 180 4 Completo 12/18/2002 Berkeley Drosophila Genome Project

Nasonia vitripennis AsymCX 7425 5  Ensamblado  05/04/2007 Baylor College of Medicine

Rhodnius prolixus 13249 670 Il Progreso Washington University (WashU)

Tribolium castaneum Georgia GA2 7070 200 10 Ensamblado  08/17/2005 Baylor College of Medicine

en estudios poblacionales; no obstante, esta técnica se
ha utilizado para estudios epidemiolégicos que incluyen
ndimeros pequefios de muestras, como la genotipifica-
ci6én de cepas de virus de la inmunodeficiencia humana
resistentes a tratamiento,” y para determinar el origen
de infecciones sintométicas y asintomdticas con polio-
virus en una poblacién previamente vacunada.*

PCR. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) es un procedimiento muy sensible que utiliza
una polimerasa de ADN; este procedimiento permite
amplificar y detectar de manera especifica, a partir de
una sola molécula blanco, secuencias particulares de
ADN. La reaccion depende de oligonucleétidos cortos
(cebadores o sondas) que tienen la secuencia adecuada
(complementaria) para hibridar en los extremos de ca-
denas sencillas del ADN blanco, las cuales se obtienen
mediante la desnaturalizacion del ADN original. Una
vez unida, la sonda sirve como ancla para que la polime-
rasa inicie la produccién de la cadena complementaria
a la secuencia blanco, de tal manera que se forman mo-
léculas de ADN de doble cadena. La desnaturalizacién
de este ADN, la hibridacién con la sonda y la sintesis de
la cadena complementaria con ciclos repetidos permiten
la obtencién de grandes cantidades de ADN especifico
del microorganismo investigado, lo cual facilita su
deteccion. El reconocimiento del material producido
se obtiene mediante electroforesis en geles de agarosa
y la identificacién de bandas del tamafio molecular es-
perado por medio de tincién con bromuro de etidio. La
sensibilidad y especificidad de la PCR han permitido el
desarrollo de métodos diagndsticos para una gran varie-
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dad de agentes infecciosos: bacterias, protozoarios, virus
y helmintos.*** La prueba de PCR descrita se conoce
como de “punto final”, ya que la reaccién se detiene
hasta que todos los reactivos necesarios para la ampli-
ficacion se han utilizado. A partir del método bdsico de
PCR se han desarrollado variantes para detectar ADN
0 ARN, con objeto de hacerlo cuantitativo (véase mds
adelante) y aplicar sistemas diagndsticos automatizados
que realizan el procesamiento de las muestras desde la
purificacién del material genético hasta su andlisis.>*

Existen numerosas pruebas diagnésticas que usan
la PCR con el formato de “punto final”; en éstas, la
reaccion se realiza en un ntimero predeterminado de
ciclos y los productos se analizan por electroforesis. Por
ejemplo, las especies de Corynebacterium: C. diphteriae,
C. ulcerans y C. pseudotuberculosis, son patégenas s6lo
cuando producen la toxina diftérica, para lo cual nece-
sitan copias completas del gen tox. Mediante pruebas
de PCR se puede reconocer la presencia del gen aun en
muestras de pacientes que han recibido antibiéticos,
en quienes ya no es posible cultivar la bacteria. Sin em-
bargo, en algunas cepas que poseen el gen tox, debido
a mutaciones en la region de control del gen, éste no es
activo, por lo que los pacientes positivos por PCR atin
se los considera como casos presuntivos.®>%

La PCR de punto final también se usa para el
diagndstico y clasificacion de los pardsitos del género
Leishmania spp., los cuales poseen una mitocondria
modificada llamada cinetoplasto en la que existen dos
tipos de moléculas de ADN, los maxicirculos y los
minicirculos. En la secuencia de los minicirculos, se

salud piiblica de méxico | vol. 51, suplemento 3 de 2009



Biotecnologia diagndstica de infecciones

ARTiCULO DE REVISION

presentan regiones conservadas y variables, entre las
cuales se encuentran algunas especificas de especie/
aislado (oxidasa de citocromo y regiones espaciadoras
intergénicas), a partir de las cuales se pueden disefiar
pares de oligonucleétidos iniciadores que al amplificar
permiten distinguir entre géneros, especies y poblacio-
nes de parésitos.” Este método se puede aplicar a
diferentes tipos de muestras, como sangre o aspirados de
nédulos linféticos, y en la actualidad se ha probado para
la evaluacion de la efectividad de nuevos farmacos,” la
identificacién de portadores asintomdticos y de animales
que sirven como reservorios en la naturaleza.®

En la PCR multiplex se incorporan a la reaccién
de amplificacién mds de un par de sondas especificas
para diferentes secuencias blanco. Los fragmentos
generados pueden reconocerse por su tamafio o por
medio de marcadores incluidos en las sondas. Entre
las aplicaciones de este sistema figuran el andlisis de
muestras en las que hay varias moléculas blanco del
mismo organismo, la confirmacién de que éste se halla
presente, o bien la investigacién de forma simultdnea
de varios patégenos, para lo cual se incluyen sondas
especificas para cada microorganismo. La dificultad
principal de la PCR multiplex es el disefio adecuado
de los oligos con el fin de evitar interacciones inespe-
cificas entre ellos y reconocimientos cruzados y lograr
que los amplicones resultantes se puedan diferenciar
unos de otros. Para el disefio de estos cebadores se han
desarrollado programas computacionales® que incluyen
como elementos de seleccién secuencias especificas de
los patégenos en estudio y composicion de éstos para
que los procesos de amplificacién requieran las mismas
condiciones (temperatura de “fusion”). De esta manera
se genera un “sistema de tubo tinico”, en el cual se coloca
la muestra en un tubo que se cierra con los reactivos de
purificacién y amplificacién y ya no se abre sino hasta
obtener el resultado, lo cual reduce el riesgo de mani-
pular muestras peligrosas.®%*

Para laidentificacién de los productos amplificados
se han propuesto varias alternativas, ademds del uso de
la electroforesis en agarosa. En un sistema para la detec-
cién de productos de PCR en una reaccién multiplex,
los oligos iniciadores se acoplaron a microesferas, de tal
modo que los productos quedaron acoplados a éstas y
eran distinguibles en un citémetro de flujo, lo que per-
mitfa la automatizacién de la lectura y la distincién de
hasta de 80 blancos diferentes en una reaccién.®>* De la
misma forma, los oligos pueden acoplarse a moléculas
de tamario diverso disponibles en el comercio (Qiagen
Masscode Technology, Qiagen, Hilden, Alemania), con
capacidad de distinguir hasta 64 diferentes tamafios y
por tanto el mismo nimero de secuencias especificas.®’
Otra manera de identificar productos diferentes en una

salud piiblica de méxico | vol. 51, suplemento 3 de 2009

PCR multiplex consiste en utilizar oligos marcados con
faros moleculares (beacons, véase mds adelante), los cua-
les emiten sefales fluorescentes a distintas longitudes
de onda.®® Las pruebas basadas en la PCR multiplex
son ttiles para reconocer infecciones por patdgenos
que comparten cuadros sintomdticos comunes; con este
propdsito se diseiid una prueba para investigar la causa
de las fiebres virales hemorrégicas, que incluye sondas
para identificar 10 diferentes virus.”

Para mejorar la sensibilidad en los ensayos mul-
tiplex se aplica también el principio de las reacciones
“anidadas”, en las cuales la reacci6n se realiza primero
con un juego de iniciadores “externos”, que en los
primeros ciclos genera un fragmento “grande”. En una
segunda etapa, el producto de la primera ronda de
amplificacién se convierte en el molde con un segundo
juego de iniciadores que se hallan dentro del producto
primario (“anidados”), lo cual asegura la especificidad
del amplificado de la primera ronda.®*”® Las pruebas
diagndsticas veterinarias pueden consultarse en el sitio
http:/ / per.sdstate.org/.

PCR en tiempo real. Los “puntos finales” de las re-
acciones de PCR varfan entre las muestras debido a la
cantidad de ADN blanco presente en éstas. Ademds, el
punto final es dificil de precisar ya que la amplificacion,
después de una fase exponencial, alcanza una meseta
en la que los reactivos comienzan a agotarse. Estas con-
diciones son determinantes de las limitaciones de este
método, entre ellas bajas precisién y sensibilidad, ade-
mds de que no puede ser cuantitativa. En los métodos
de PCR “en tiempo real”, las moléculas del fragmento
blanco que se amplifican se detectan al mismo tiempo
que se generan (durante la fase exponencial de la ampli-
ficacién), con base en varias estrategias que dependen
de moléculas fluorescentes (fluoréforos) cuya emision
es proporcional al ntimero de moléculas producidas, lo
que permite hacer la prueba de forma cuantitativa.”"”2
Un fluoréforo es una molécula que absorbe radiacién
de una longitud de onda determinada (luz UV o léser)
y luego emite la energfa absorbida en forma de luz de
una longitud de onda determinada, pero diferente a la
empleada para su excitacion; esto hace posible su iden-
tificacion. La utilizacién de fluoréforos también permite
realizar reacciones de amplificacion multiplex y detectar
cada molécula blanco con un fluorocromo diferente.”®

El método mas sencillo de deteccién de los pro-
ductos de PCR en tiempo real es la aplicacién de un
fluor6foro marcador, como el SYBRgreen, el cual emite
fluorescencia cuando se intercala en el surco mayor
de la doble hélice del ADN. Otra forma de reconocer
productos de PCR en tiempo real consiste en usar los
beacons (“faros moleculares”). En este sistema se gene-
ran sondas que poseen un fluoréforo “principal” en el
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extremo 5"y otro fluoréforo de menor intensidad en el
extremo 3" con diferente espectro de emisién (beacons).
Cuando estas sondas se encuentran como moléculas
Unicas se pliegan sobre sf mismas y la proximidad de
los fluoréforos genera el efecto “FRET” (fluorescernce reso-
nance energy transfer), en el cual el fluoréforo secundario
apaga la emisién del primario. Al ocurrir la reaccion
de PCR, el beacon forma parte de las moléculas ampli-
ficadas, con lo que el fluoréforo principal se separa del
secundario y recupera su fluorescencia, de tal manera
que la poblacién de hibridos se puede medir porque
su nimero es directamente proporcional a la magnitud
de la fluorescencia. Los beacons pueden prepararse con
diferentes fluoréforos, como SYBRgreen™, fluoresceina
(FAM), Texas red, Rhodamina 6G, Cy3, Cy5, entre otros,
y DABCYL como apagador, lo que posibilita realizar
combinaciones para la deteccién multiplex.”>”* Pueden
consultarse las paginas electrénicas http:/ / www.mole-

A. Faros moleculares
i —
™

cular-beacons.org/ y http:/ / www.appliedbiosystems.
com/support/apptech/).

En un ejemplo de aplicacién se investigé en mues-
tras sanguineas humanas la presencia de los genes gag
de HIV-1, env HIV-2, tax del virus T-linfotrépico tipo 1
y pol del tipo 2, mediante los juegos de beacons corres-
pondientes, marcados con diferentes fluoréforos; esto
permiti6 determinar la carga viral en las muestras;7
el método es rdpido, sensible, especifico y seguro para
el operador.

En la PCR llamada TagMan™ ademds del efecto
FRET se utilizan las actividades de la polimerasa Tagq,
que actia como polimerasa en direccién 5>3 y como
exonucleasa en direccion 3°>5 (figura 4).7%”7 A diferencia
delareaccion de la PCR estandar, en el TagMan se lleva
a cabo una hibridacién con una sonda complementaria
de una regién interna de la secuencia blanco, antes de la
amplificacién. La sonda interna tiene una temperatura

B. Sondas con actividad de nucleasa (TagMan)
hw
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C. Iniciadores “Scorpion” con una regién “duplex”
hw
e
. 3

Oligo
iniciador

ulr1ll'¥ I::II‘_I’

Polimerasa

.
e (O

e i 3
Al avanzar la PCR
libera al florocromo

Comienzo
de la PCR

FIGURA 4. TRES FORMAS DE MEDIR EN TIEMPO REAL LA APARICION DE MOLECULAS AMPLIFICADAS POR PCR. LA EMISION DE UNA
MOLECULA FLUORESCENTE PRINCIPAL (FLUOROFORO, CIRCULO BLANCO) SE APAGA CUANDO ESTA PROXIMA A UNA SEGUNDA MO-
LECULA FLUORESCENTE (QUENCHER, CIRCULO NEGRO) CON UNA ABSORCION Y EMISION DIFERENTE. A. LOS FAROS MOLECULARES
SON OLIGOS CON UNA REGION DE APAREAMIENTO QUE FORMA UNA DOBLE CADENA QUE MANTIENE JUNTO AL FLUOROFORO Y AL
QUENCHER Y POR TANTO APAGA LA EMISION DE LA SENAL DEL PRIMERO. CUANDO EN EL MEDIO AUMENTA LA CONCENTRACION DE
MOLECULAS BLANCO SE FORMAN DOBLES CADENAS, SE SEPARA EL FLUOROFORO DEL QUENCHER Y ELLO LIBERA LA FLUORESCENCIA.
B. EN EL sisTEMA TAQMAN, EL OLIGO CON EL FLUOROFORO ES DESTRUIDO POR ACCION DE LA POLIMERASA QUE CONSERVA LA
ACTIVIDAD DE NUCLEASA 3°-5" Y SE ACTIVA LA FLUORESCENCIA; LA SONDA TAQMAN, POR SU AFINIDAD MAYOR, SE UNE A SU
SITIO BLANCO ANTES DE LOS INICIADORES DE AMPLIFICACION. CUANDO EMPIEZA LA CONSTRUCCION DE MoLEcuLAs DE ADN
Y LOS CEBADORES SE UNEN, LA POLIMERASA TAQ AVANZA Y, CUANDO ENCUENTRA LA SONDA, LA DEGRADA Y LIBERA LA SENAL
FLUORESCENTE. C. LOS INICIADORES TIPO ESCORPION ESTAN FORMADOS POR DOS OLIGOS HIBRIDADOS DE MANERA PARCIAL, CON
UNA COLA QUE ES COMPLEMENTARIA DE LA SECUENCIA BLANCO.AL HIBRIDAR LA SECUENCIA ESPECIFICA CON SU BLANCO E INICIAR
LA PCR, LOS FLUOROFOROS SE SEPARAN, LO QUE ACTIVA LA SENAL
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de “fusién” 10°C superior a la de los iniciadores en los
extremos y posee en su extremo 5 un fluoréforo verde
(6-carboxifluoresceina, FAM), cuyo espectro de emisién
estd “apagado” (quenched) por la proximidad espacial
de un segundo colorante fluorescente (http:/ [www.
appliedbiosystems.com/support/apptech/). En una
reaccién de PCR, el primer paso de cada ciclo es un
aumento de la temperatura para la desnaturalizacion
de las cadenas de ADN, seguido de un descenso de la
temperatura para la renaturalizacién, durante la cual se
unen los iniciadores a los lados de la secuencia blanco.
En la reaccion TagMan, durante la renaturalizacion la
sonda TagMan, en virtud de su afinidad mayor, se une
asu sitio blanco antes de que lo hagan los iniciadores de
amplificacién. Para la fase de sintesis los iniciadores se
unen, empieza la conformacién de moléculas de ADN y
durante el avance dela polimerasa Taq, ésta “choca” con
la sonda y por su actividad de exonucleasa la degrada
(se “come la sonda”, de tal modo que el fluoréforo de la
sonda se libera y la sefial se activa, lo que posibilita su
medici6n. Se han publicado varios ensayos diagndsticos
con base en este método, como el descrito para reconocer
Chalmydia trachomatis”y tuberculosis.”” En este tipo de
prueba también se pueden hacer combinaciones de jue-
gos de iniciadores y sondas con fluoréforos que emitan
a distintas longitudes de onda para identificar varios
blancos en reacciones multiplex.®*® El sistema Scor-
pions®# es similar al anterior en tanto que incluye el
juego de fluoréforos, principal y apagador, y el uso de un
iniciador parala reaccién de PCR, pero con la incorpora-
cién covalente de una secuencia adicional formada por
un “bloqueador” en la regién 5°; empero, a diferencia
del anterior, no hay degradacion de moléculas. En este
formato se han disefiado métodos diagnésticos, como
los descritos para Helicobacter pylori®> y Micoplasma.®

En el mercado ya estan disponibles varios estudios
diagndsticos basados en la reacciéon de PCR en tiempo
real [sistema Roche Amplicor; (http: / /www.roche.com/
products/ product-listhtm? type= diagnostics&id=29)];
éstos se someten de forma continua a evaluaciones y
comparaciones con nuevos productos, atin no comer-
ciales. Por ejemplo, la prueba PCR para Mycobacterium
tuberculosis usa como blanco de amplificacién una region
del ARN ribosomal 16S de la micobacteria, con una
sensibilidad de 47 a 58.2% y especificidad de 94 a 97%,
segtin sea el tejido del que se obtiene la muestra. La sen-
sibilidad varfa con el tratamiento usado para purificar
el material genético y, aunque esta prueba fue superior
a los métodos tradicionales, todavia se identific a un
grupo de pacientes en el que no pudo establecerse un
diagndstico definitivo.®
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Espectrometria de masas y diagnéstico

En la actualidad, los métodos de espectrometria de
masas (MS) disponibles permiten identificar moléculas
organicas e inorgédnicas de forma rdpida, confiable y con
alto rendimiento. La identificacion de protefnas por MS
es paralela a la acumulacién de secuencias de dcidos
nucleicos (genémica) y su control por bioinformdtica
para conocer las proteinas codificadas por ellas y con
estas proteinas virtuales hacer experimentos in silico,
consistentes en la prediccién de los iones que se generan
durante la fragmentacién en los diferentes sistemas de
andlisis. En una sola ronda de fragmentacién/separa-
cién de iones se obtienen “huellas digitales” (grafica de
valores de masa/ carga de losiones, m /2), que permiten
identificar a la molécula exacta por comparaciéon con
las huellas digitales generadas tedricamente a partir de
las bases de datos genémicas.®” Con estos estudios es
posible identificar biomarcadores de patégenos especi-
ficos. 8% La MS también puede usarse para identificar
secuencias de ADN, lo que permite emplearla para el
analisis automatizado y rdpido de productos de PCR.2
Esta aplicacién es ttil en ensayos de PCR multiplex,
como en el sistema denominado Masstag-PCR, en el
cual los oligos para realizar la PCR se marcan con grupos
quimicos de masa conocida (MassTag) y la cantidad
de los productos generados durante la amplificacion
se mide mediante un sistema de espectrometria de
masas en fase liquida por la cantidad de las “etiquetas”
incorporadas.” Esta técnica se ha aprobado para el
diagnéstico diferencial e identificar hasta 22 agentes pa-
tégenos de muestras clinicas causantes de enfermedades
respiratorias y virales hemorrégicas, con sensibilidad y
especificidad elevadas.

Comentarios finales

La investigacion basica mediante genémica y protedmi-
ca de microorganismos patégenos proporciona nuevos
marcadores biol6gicos potencialmente ttiles para desa-
rrollar métodos de diagnéstico. Para cada enfermedad
infecciosa es importante el conocimiento de varios bio-
marcadores entre las moléculas de los patégenos y entre
las moléculas de respuesta de los pacientes, ya que éstas
pueden variar a lo largo del proceso infeccioso, segtin
sean las caracterfsticas genéticas de los pacientes, los
agentes patdgenos y las condiciones ambientales.

El uso de pruebas automatizadas y la inclusion
de multiples marcadores permiten en su formato ac-
tual investigar de forma simultdnea, rapida y a bajo
costo el origen de infecciones que comparten cuadros
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sintomadticos. Por otra parte, es recomendable aplicar
un plan estratificado en la investigacién de microorga-
nismos patogenos de acuerdo con las condiciones epi-
demiolégicas en cada caso. En consecuencia, cuando
la clinica y los informes epidemioldgicos sugieren la
participacion de uno o pocos patégenos es recomenda-
ble el uso de PCR de punto final; si no existe suficiente
informacién para circunscribirse a pocos patégenos
sospechosos, el PCR multiplex puede ser ttil para
investigar un ntimero elevado de microorganismos.
Los microarreglos pueden ser de utilidad si el PCR
multiplex no provee informaci6n.”

La disposicién de genomas completos de los pa-
tégenos mds comunes ha permitido la identificacién y
produccion masiva de genes y antigenos; las técnicas de
biologfa molecular se emplean para la produccién de
anticuerpos y sus fragmentos con elevadas especificidad
y sensibilidad. Las técnicas para la produccién quimica
de moléculas complementarias promete la posibilidad
de prescindir ya en el futuro de la produccién de an-
ticuerpos y evitar la necesidad de inmunizaciones de
animales.

Los sensores basados en moléculas bioldgicas
ofrecen oportunidades sin precedentes para el tamizaje
genético y la deteccion. La tecnologia de los microarre-
glos es ttil para el analisis masivo de muestras, aunque
implica el uso de una instrumentacion muy costosa y
algoritmos numéricos complejos para interpretar los
datos, de modo tal que dichos métodos se han limitado
a los laboratorios de investigacién. Sin embargo, los
costos disminuyen rapidamente y cabe anticipar que, en
un futuro préximo, estardn al alcance de la comunidad
médica. ™
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