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Diagnéstico de Laboratorio: Técnicas moleculares

¢Te has sentado alguna vez con tus
colegas microbidlogos a conversar -
lo que pensabas seria una agrada-
ble charla- s6lo para darte cuenta
que te encontrabas totalmente per-
dido? Comienzas a hablar sobre el
clima, cuando un colega te pregunta,
“Y bien, ¢hiciste el PFGE en el
MRSA?” Otro colega dice, “No, ten-
go problemas con el ADN. ¢Alguno
de ustedes ha hecho RFLP en
MRSA?” El primer colega responde.
“Mmm, no que yo sepa, pero tal vez
el PCR podria funcionar...” y siguen
hablando, hasta un punto en que no
sabes si tu RFLP esta en el PCR o tu

PFGE se perdié camino a MRSA.

Cuando te pones a pensar asi, en
cosas sin sentido, probablemente es
gue la biologia molecular te esta
deprimiendo. Afortunadamente FO-
CUS te levantara el animo al entre-
garte un repaso sobre las pruebas
de diagnéstico molecular. Asi, la
préxima vez que te sientes con un
microbidlogo a la hora del café, in-
cluso tendras una o dos sugerencias
que hacer.

Como se observo en la dltima edi-
cion de FOCUS, las técnicas de labo-
ratorio tales como el cultivo, micros-
copia, serologia, fagotipificacion y
métodos moleculares se pueden
usar tanto para verificar la presencia
de un organismo como para identifi-
carlo. Las técnicas moleculares que
incluyen el ADN o ARN son instru-
mentos especialmente poderosos

para el profesional de laboratorio.

En esta edicion de FOCUS mirare-
mos en detalle estas técnicas mole-
culares y discutiremos las mas usa-
das cominmente en salud publica:

reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés), elec-
troforesis en gel de campo pulsado
(PFGE, por sus siglas en inglés) y ribo-
tipificacion.

¢Qué es el ADN?

Lo has escuchado anteriormente: la
hélice doble. ADN (acido desoxirribo-
nucleico) es esa molécula enroscada
parecida a una escalera que es el
material genético presente en toda
bacteria, planta y animal. EI ADN es
el codigo usado para construir todas
las moléculas que forman un organis-
mo vivo. Algunos virus también tienen
ADN, aunque otros tienen ARN como
su material genético.

El ADN estd compuesto de una cade-
na larga de cuatro unidades molecula-
res especiales-adenina (A), timina (T),
citosina (C) y guanina (G), llamadas
bases. Cada base se une a una pare-
ja(AconT,Ccon G) como los dos la-
dos de una escalera que estan unidos
por los peldanos. Juntos, se les cono-
ce como pares de bases. Las bases
se disponen en un orden exacto deno-
minado secuencia, como por ejemplo,
AATTCGCG o CATAGCGTA.

Este patron de As, Ts, Cs, y Gs es co-
Mo una receta para la proteina que
sera creada por ese pedazo especifico
de ADN. EI ADN también codifica el
ARN, pero en el ARN, la timina (T) se
reemplaza por uracilo (U). Para repli-
car el ADN o crear proteinas, los dos
lados de la escalera del ADN se sepa-
ran y nuevas bases se aparean con la
secuencia existente. EI ARN se usa
en células vivas como el mensajero
de copia del ADN. A partir del patrén
de ADN, la célula hace una copia de
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Figura 1. ADN convertido en ARN en una célula viva.
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ARN. Luego el ARN se desplaza por toda la célula llevan-
do el codigo para crear y mantener el ser vivo hacia la
maquinaria de construccion celular (ver figura 1).

Existe mayor informacion sobre el ADN en los recursos
adicionales disponibles en la pagina 4.

JPor qué es (til el ADN en la Epidemiologia?

Desde el punto de vista de un epidemidlogo, los aspectos
Gtiles de las secuencias de ADN es que pueden ser usa-
das para identificar el organismo que causa un brote de
enfermedad. Algunas secuencias de ADN son Unicas

para cada organismo.

En un caso de enfermedad gastrointestinal, una muestra
fecal podria ser examinada para buscar la presencia de
ADN de varios organismos diferentes. Si el ADN de un
organismo especifico se detecta, dicho organismo puede
ser la causa de la enfermedad.

De manera similar, el examen de las secciones correctas
de ADN puede permitir distinguir entre dos cepas diferen-
tes de la misma especie microbiana. Algunas secuencias
seran exactamente iguales entre cepas de la misma es-
pecie, mientras que otras secuencias tendran areas dife-
rentes que podran ser usadas para distinguir una cepa

de otra.

Esta propiedad de las secuencias de ADN resulta Gtil pa-
ra determinar si diferentes casos de la misma enferme-

dad realmente forman parte de un brote.

Por ejemplo, si se identifica Norovirus en dos casos de
enfermedad gastrointestinal, éstos pueden o no ser parte
del mismo brote. Si determinas que se trata de cepas
distintas de Norovirus, sabras que los casos no estan

relacionados.

Si los casos tienen la misma cepa, podrian haber adquiri-
do la infeccion a partir de la misma fuente, o un caso
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podria haber transmitido la infeccion al otro.

El uso de técnicas moleculares como la reaccion en cadena
de la polimerasa para examinar las secuencias del ADN te
ayudara a identificar cual es la cepa del patégeno presente
en una muestra.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés)

Esta es una técnica de laboratorio que realiza copias multi-
ples de un fragmento de ADN o ARN en un proceso denomi-
nado amplificacion. La amplificacion facilita la deteccion
de minudsculas hebras de ADN de un organismo generando
varias copias del ADN con las cuales se trabaja durante el
analisis. Asimismo, el PCR puede comenzar con cantidades
muy pequenas de ADN, lo cual es una ventaja si la muestra
contiene un nimero limitado de organismos a partir de los
cuales obtener el ADN o si el organismo no puede ser culti-
vado. El PCR puede usarse tanto en virus como en bacte-
rias.

El PCR comienza con una muestra del ADN de interés, co-
mo por ejemplo el proveniente de una muestra clinica que
se sospeche contenga un patégeno. Luego se agrega un
iniciador o primer a la muestra. El iniciador es una secuen-
cia muy corta de ADN que buscara y se unira a una secuen-
cia especifica del ADN que se busca. El iniciador es el ele-
mento clave: puede disenarse para ser muy especifico, por
ejemplo para concordar con echovirus 30, o puede disenar-
se de manera que sea mas general, por ejemplo, para que
concuerde con cualquier echovirus.

De entre los demas materiales que se agregan a la mezcla
se incluyen una enzima polimerasa que “leera” la secuen-
cia de ADN y creara copias, y los “bloques de construccion”
de las bases de ADN que pueden ser usados como materia
prima para realizar las copias. La enzima polimerasa hara
copias sblo del ADN que concuerda con el iniciador. Luego,
si el ADN ha sido amplificado, sabremos que el ADN de la
muestra concordd con el que se usod en el iniciador. Si el
ADN no logra amplificarse, la bacteria especifica que se
disend para que concordara no esta presente en la mues-
tra. Se deberan realizar entonces, nuevas pruebas para

determinar si bacterias diferentes estaban presentes.

Por lo tanto si tl crees que la Salmonella esta causando un
brote de diarrea, amplificarias un gen que fuese Unico de la
Salmonella. Después de la reaccion PCR usarias los genes
amplificados por el PCR para confirmar que el organismo
es, sin lugar a dudas, Salmonella. Al igual que con las téc-
nicas de deteccién e identificacién que requieren una
muestra del organismo, la toma adecuada de muestra, en-
vasado y almacenado son esenciales (ver FOCUS Volumen
4, edicion 2 para mayor informacién sobre toma de mues-
tras). Si el organismo no sobrevive el viaje desde el pacien-
te o desde el escenario del brote al laboratorio, puede ser

dificil o imposible de identificar.

North Carolina Center for Public Health Preparedness—The North Carolina Institute for Public Health
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Figura 2. Comparacion de secuencias de ADN de un gen de nucleo-

proteina en infecciones de dos pacientes con distintas cepas de
rabia.

a. Secuencia de genes AY138566; virus de la rabia aislado 1360, India

b. Secuencia de genes AY138567; virus de la rabia aislado 945,Kenya
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tggca
tggca
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Las diferencias entre las secuencias aparecen en los recuadros.
La secuencia exacta de genes en un microorganismo puede ser

usada para identificar ese organismo o cepa.

La secuencia completa se encuentra disponible en:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi

Huella genética del ADN

Si aln no estas seguro de cual podria ser el organismo
infeccioso después de llevar a cabo el PCR en la muestra,
probablemente efectuaste una reaccion PCR no especifica
(es decir, amplificaste cualquier material genético presen-
te). Con el material genético obtenido después de la am-
plificacion, tu paso siguiente es secuenciar el ADN.

Puedes determinar el orden especifico de las bases en
el(los) tramo(s) que ampliaste. Esta secuencia especifica
de As, Ts, Gs, y Cs pueden entonces ser comparadas con
secuencias conocidas de un organismo o cepa, para deter-
minar el ADN del organismo o cepa que concuerda con la
secuencia que obtuviste. Para un ejemplo de compara-
cién de ADN, ver la figura 2.

También es posible que la secuencia amplificada de ADN
sea la de un gen conocido de un organismo especifico. Si
el laboratorio sospecha de Salmonella y realiza el experi-
mento para amplificar el ADN de un gen de Salmonelia,
este gen sera amplificado si la Salmonella fuese el orga-
nismo causante de la infeccion. El gen no se amplificara
si la Salmonella NO resultara ser el causante. Después de
la amplificacion por PCR, el técnico de laboratorio usara el
producto de PCR sobre un gel especial que ayuda a visua-
lizar el ADN (mas adelante se hablara mas acerca de los
geles). Debido a que el gen que nos interesa es conocido,
sabemos cuantos pares de bases debe tener (es decir,
qué tan grande es la secuencia). Una vez que vemos
nuestra muestra de ADN en el gel, podemos determinar si
el gen esta presente y si tiene la longitud del segmento
adecuada. Si es asi, el organismo es el que buscamos
(ver figura 3).

El ADN obtenido a través de PCR también puede ser pro-
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cesado alin mas para identificar su huella del ADN, un
patrén sobre el gel que identificara al organismo (mas
detalles sobre esto mas adelante). La huella del ADN
por lo general se realiza cuando un organismo en parti-
cular resulta ser sospechoso, con el fin de determinar
cual cepa del organismo se encuentra presente.

e Por ejemplo, la tuberculosis (TB) tiene sintomas cla-
ros, pero la huella del ADN se puede usar para deter-
minar si distintos casos de TB han sido infectados
con la misma cepa , posiblemente durante un brote
0 una exposicién coman.

2,Como trabaja un gel?

El producto del PCR es colocado en uno de los extremos
del gel, de manera similar a como un corredor se ubica y
prepara para su carrera alrededor de la pista. Si el orga-
nismo es desconocido, el producto PCR sera dividido
primero en partes por una enzima especial que corta el
ADN donde quiera que haya una secuencia conocida. Un
pequeno campo eléctrico se aplica entonces en el gel, lo
cual hace que el ADN se traslade por el gel de una punta
a la otra.

La distancia recorrida por el ADN depende de la secuen-
cia de ADN y del largo de la(s) pieza(s) de ADN. Las ba-
ses de ADN A, T, Cy G tienen cargas eléctricas naturales
gue determinan la velocidad y direccion en la que un
fragmento de ADN se puede desplazar cuando se aplica
un campo eléctrico sobre el gel. Las particulas cargadas
negativamente (A y T) tienden a moverse mas rapida-
mente, mientras que las particulas positivas (Cy G) se
mueven mas lentamente sobre el gel. Adicionalmente,

Figura 3. Imagen de un gel PCR para diagnosticar Cryptospori-
dium parvum a partir de una muestra fecal.

Cada banda oscura representa muchas hebras de ADN que tie-
nen la misma longi-
tud. La franja deno-

1 minada “S” es el
fragmento de ADN;
como un marcador
de distancia para el
ADN, cada banda
muestra hebras de
ADN con un ndmero
especifico de pares
de bases (marcados
en el lado) que pue-
den ser usados para
medir el largo del

ADN amplificado en

la reaccion PCR. En

este caso, el par
base 435 de C. par-
vum es una identifi-

cacion positiva. (1)

S
1,400— =

600 —> e
. €—435

300—>

100—

North Carolina Center for Public Health Preparedness—The North Carolina Institute for Public Health



FOCUS ON FIELD EPIDEMIOLOGY

cada fragmento de ADN es Unico en tamano, dependiendo
del lugar en que la enzima que corta el ADN lo dividié. Los
fragmentos mas pequenos de ADN se desplazaran a tra-
vés del gel a una velocidad mas rapida que los mas gran-
des.

Después de un periodo determinado de tiempo, el campo
eléctrico se apaga, congelando la carrera de ADN de ma-
nera que el cientifico puede examinar el patron de ADN
sobre el gel. Se utilizan técnicas especificas para obser-
var los grupos de ADN que aparecen como bandas soélidas
sobre el gel (ver la figura 3). Cuando este proceso se lleva
a cabo en dos organismos distintos, el resultado mostrara
dos patrones de ADN muy diferentes, de la misma manera
que las huellas dactilares de dos personas se ven muy
distintas para quien es experto en su identificacion. Silas
muestras de un organismo tomadas de dos pacientes tie-
nen exactamente el mismo patrén de ADN, estas dos per-
sonas fueron infectadas por el mismo organismo, lo que
avala la posibilidad de un brote.

Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, por sus
siglas en ingles)

El ADN también puede ser detectado por PFGE, el cual se
utiliza para el analisis de fragmentos grandes de ADN. El
PFGE es ventajoso porque requiere de menos procesa-
miento y preparacion de la muestra de ADN. Para realizar
un PFGE, se pueden usar enzimas especiales para cortar
el ADN en unos pocos fragmentos mas bien grandes. En
lugar de aplicar un campo eléctrico de manera que los
fragmentos de ADN corran rectos hasta el final, después
gue se aplica el campo eléctrico se cambia la direccion, y

luego se vuelve a cambiar, y luego una vez mas.

Esto es como una carrera compuesta completamente por
varios corredores lentos. Al comienzo, ocupan tanto espa-
cio y son tan lentos, que puede resultar dificil separarlos
unos de otros, parecen ser una sola masa de corredores.
Una vez que comienzan a correr, la meta es desplazada
desde su lugar directamente frente a ellos hacia un punto
400 yardas a su izquierda. Una vez que los corredores
logran darse vuelta y desplazarse hacia la nueva meta,
ésta se cambia a su punto original. Todos los corredores
se dan vuelta y avanzan hacia esta meta otra vez.

Al cambiar las direcciones se separan los corredores (los
trozos de ADN) en dos planos y se esparce el ADN de ma-
nera mas clara. El campo eléctrico es generalmente apli-
cado en un patron hexagonal, de manera que el campo se
alterna en seis direcciones diferentes.

Recursos adicionales:
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PulseNet

En asociacion con los

departamentos de salud

estatal y la Asociacion de

Laboratorios de Salud Publica (APHL) de Estados Unidos, el
CDC esta creando una red de subtipificacion molecular
llamada PulseNet, que se basa en la identificacién de ADN
de bacterias causantes de enfermedades relacionadas con
alimentos.

El proyecto esta siendo implementado primero para la Es-
cherichia coli 0157-H7, y luego sera extendido para incluir
Salmonella typhimurium y otros patégenos relacionados
con los alimentos. Todos los participantes utilizaran equi-
pos y protocolos estandarizados y se almacenara una base
de datos centralizada de patrones de ADN (“huellas genéti-
cas del ADN”) en un servidor computacional en el CDC.

A través de la participacion del Departamento de Agricultu-
ra y la Food and Drug Administration de los Estados Unidos,
la base de datos incluira huellas genéticas derivadas de
alimentos contaminados y de aislados clinicos.

Sitio web: http://www.cdc.gov/pulsenet/

El PFGE se utiliza para identificar bacterias, pero no virus.
EI ADN usado para analisis con PFGE puede extraerse de
un microorganismo en cultivo, de una muestra clinica, o
de una muestra ambiental. Al igual que en geles comunes
y corrientes, el PFGE se puede usar para identificar un
organismo o para distinguir entre cepas del mismo orga-
nismo para determinar si varios casos de enfermedad se
relacionan unos con otros (cepas idénticas) o no (cepas
diferentes). Sin embargo, el tiempo para PFGE es mas
largo que el tiempo requerido con un gel normal.

e Por ejemplo, volvamos al brote mencionado en la Glti-
ma edicion de FOCUS acerca de infecciones por Es-
cherichia coli 0157:H7 entre residentes de Colorado
en junio de 2002. (2) En este brote la definicion de
caso requirioé que el E.coli fuese cultivado a partir del
paciente. Ademas, la definicion de caso requeria que
todos los cultivos fueran usados para precisar la defi-
nicion de caso. Los investigadores de Colorado no
quisieron incluir en el brote cada caso de E.coli encon-
trado en la ciudad, sélo los casos que eran de la cepa

exacta que les interesaba.
Los patrones de PFGE suelen ser usados de esta manera

para conectar casos durante un brote. Pese a que el
PFGE no es Util para sacar huellas genéticas de cada orga-

The Columbia Electronic Encyclopedia: busquedas sugeridas sobre acidos nucleicos y huella genética del ADN.

Disponible en: http://education.yahoo.com/reference/encyclopedia

Source Molecular Company: un uso interesante de las técnicas moleculares para la calidad del agua.

Disponible en: http://www.sourcemolecular.com/ribotyping.htm

North Carolina Center for Public Health Preparedness—The North Carolina Institute for Public Health
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nismo bacterial, puede usarse para identifi-
car una gran cantidad de patégenos, tales
como E.coli, Heliobacter pylori, Staphylo-
coccus aureus, Legionella, Psuedomonas, y

otros.

Ribotipificacion

La ribotipificacion es otra técnica de dia-
gnostico molecular. Su nombre deriva del
ribosoma, que es parte de la maquinaria
celular que fabrica proteinas. Los riboso-
mas se encuentran solamente en las célu-
las, por lo tanto la ribotipificacién es un
método de identificacién de bacterias, no
virus. (Los virus son moléculas con mate-
rial genético y proteina solamente. No
tienen estructura celular).

Un ribosoma esta compuesto de ARN que
se dobla sobre si mismo de manera particu-
lar. Este ARN se denomina “ARNr” por ARN
ribosomal. Observamos al inicio de esta
edicion que el ADN codifica el ARN. Ya que
todas las células vivas, desde las lagartijas
hasta los seres humanos, crean proteinas,
los genes de ADN que codifican el ARNr
tienen mucho en comun, incluso a lo largo
de especies bien diferentes. Sin embargo,
algunas partes de los genes que codifican
el ARNr son altamente variables. Esto quie-
re decir que ciertas secuencias son bien
distintas de una especie a la otra, o incluso
de una cepa bacteriana a otra. Estas regio-
nes variables se pueden utilizar para identi-

ficar un tipo especifico de bacteria.

¢Como se determinan estas regiones varia-
bles? Al igual que en otros métodos de

Figura 4. Una imagen de ribotipificacién que muestra dos cepas de

Salmonella Newport (3)

AiboPrint (R) Pattern

1: una cepa

camento. 2

?

sensible al medi L
camento. !
2: una cepa re-

sistente al medi-

analisis de ADN, se utilizan enzimas que
cortan el ADN. Estas enzimas dividen el
ARN sélo cuando ocurre una secuencia
especifica. De este modo, si una cepa
bacteriana tiene dicha secuencia en su
ARNr, éste sera cortado en esa ubica-
cion. Si otra cepa bacteriana tiene unas
pocas bases distintas en el mismo lugar,
el ARNr no sera cortado. ElI ARNr luego
se observa sobre un gel de manera que
es posible ver el nimero y tamano de
los segmentos (ver figura 4). EI ARNr
que ha sido cortado en los sitios espera-
dos se vera distinto del ARNr que no fue
cortado.

La ventaja de la ribotipificacion como
método de identificacion de microorga-
nismos infecciosos es que el procedi-
miento es completamente automatico.
No sélo implica menos trabajo en la rea-
lizacion del procedimiento, sino que el
procedimiento es estandarizado. Sin
embargo, debido al equipo necesario, la
ribotipificacion es mas bien costosa, y
por lo general se realiza en laboratorios
de referencia. La ribotipificacion se usa
mas cominmente para tipificar cepas
de Staphylococcus aureus, pero tam-
bién puede ser usado para tipificar otras
especies de estafilococos y para el
E.coli.

En esta ediciébn de FOCUS hemos discu-
tido técnicas moleculares, es decir, ana-
lisis de laboratorio que utilizan el ADN o
el ARN. Estas técnicas pueden ser usa-
das para identificar patégenos en una
muestra o determinar
qué cepa de un patoge-
no en particular esta
causando la infeccion.

Las dife-

rencias en En una edicion futura
los patro- de FOCUS te llevare-
nes de las mos por los pasos del
bandas uso del diagnéstico de
:qnféclaag laboratorio en un esce-
cepas son nario de.brote, y te da-
diferentes. remos ejemplos de

investigaciones reales.

Las similitudes en los patrones de las bandas indican que las
especies bacterianas son las mismas (Salmonella Newport).

Pagina 5

Glosario:

Base: unidad molecular
que forma la estructura de
una molécula de ADN; el
ADN tiene cuatro bases:
adenina (A), timina (T),
citosina (C) y guanina (G).

ADN: cualquiera de los
acidos nucleicos que nor-
malmente son la base mo-
lecular de la herencia;
construidas por una doble
hélice sujeta por uniones

de hidrégeno.

Huella genética del ADN:
un método de identifica-
cion mediante la determi-
nacion de la secuencia de
pares de bases en el ADN
de una persona (u otra

criatura).

Acidos nucleicos: macro-
moléculas bioquimicas
compuestas de cadenas
de nucleétidos que expre-
san informacion genética.

Ribosoma: estructura rica
en ARN en la célula, que
es el sitio en que se crean
proteinas.

ARN: cualquiera de los
acidos nucleicos que con-
tienen ribosa y uracilo co-
mo componentes, involu-
crados en el control de las
actividades quimicas celu-

lares.

Virus: alguno de los diver-
sos agentes infecciosos
submicroscopicos com-
puestos de una cubierta
de proteinas que rodea el
ARN o ADN, capaz de cre-
cer y multiplicarse sola-

mente en células vivas.
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| Si le gustaria recibir copias electronicas del periddico FOCUS on Field Epide-
| miology por favor llene la siguiente forma:

*  NOMBRE: PROXIMOS TEMAS
e  TITULO (S):

e Diagnéstico de laboratorio en
®  AFILIACION:

investigaciones de brote

CORREO ELECTRONICO: e Rastreo de contactos

¢ Podemos contactar por correo electrénico a sus colegas?: Si es asi, e Niveles de Bioseguridad

por favor incluya su correo electrénico a continuacion

Por favor enviar por fax a: (919) 919-843-5563

O por correo a: North Carolina Center for Public Health Preparedness
The University of North Carolina at Chapel Hill
Campus Box 8165
Chapel Hill, NC 27599-8165

0 en linea en: http://www.sph.unc.edu/nccphp/focus/

iEstamos en Internet!
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