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             32  min. real) en formatos multiplex y en micro-
arreglos y para su detección se han dise-

E-mail: mhenry@correo.insp.mx ñado moléculas reporteras que permiten su 
cuantificación. Aunque estos métodos 
requieren instrumentación compleja, 
puede ya anticiparse que pronto serán Resumen
accesibles para su aplicación en salud 
pública.La detección de moléculas de 

patógenos (antígenos y material genético) y 
Palabras clave: biotecnología; diagnóstico; moléculas de respuesta de los hospederos 
enfermedades infecciosas; PCR; anticuer-ante la infección (anticuerpos) es el 
pos; espectrometría de masasprincipio básico de las pruebas diagnósticas 

moleculares. Estas pruebas han hecho 
La eficacia de los métodos para el innecesaria la detección directa del 

diagnóstico de las enfermedades infec-microorganismo patógeno agresor. Los 
ciosas depende de su sensibilidad y nuevos avances en biología molecular y el 
especificidad para la detección inequívoca desarrollo de tecnología robótica y 
de la presencia de organismos patógenos o secuenciación genómica y proteica han 
la respuesta específica del hospedero permitido el desarrollo de nuevas pruebas 
infectado ante su presencia. Las nuevas diagnósticas altamente específicas y de 
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agresores y son la base para el diseño de cimiento, incluidos los aptámeros, podrán 
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de reactivos altamente purificados, el 

Los nuevos progresos en biotec-
nología han posibilitado no solo el 
desarrollo de una ingeniería molecular de 
reactivos y de pruebas más sensibles, con 
alta especificidad, sino también la automa-
tización de protocolos de  diagnóstico para 
el procesamiento simultáneo de un número 
grande de muestras. En este artículo los 
doctores Fidel de la Cruz Hernández-
Hernández y Mario H Rodríguez nos pre-
sentan una revisión sobre los avances bio-
tecnológicos en el diagnóstico de las 
enfermedades infecciosas.  
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desarrollo de pruebas más sensibles con La detección de antígenos circu- proteicos pueden obtenerse directamente 
alta especificidad y la automatización de lantes en una persona es prueba fehaciente del organismo que se desea detectar en la 
protocolos diagnósticos para el proce- de una infección activa o muy reciente; la prueba diagnóstica, el uso de moléculas 
samiento simultáneo de un número grande presencia de anticuerpos específicos es producidas por metodología recombinante 

3de muestras, lo cual las hace útiles en evidencia de que el agente microbiano se tiene varias ventajas:  dado que se conoce 
1estudios de salud pública.  encuentra o estuvo presente en ese la secuencia del gen y su producto 

individuo, por lo que su reconocimiento correspondiente, es posible introducir en 
Detección específica de moléculas median- puede servir como prueba diagnóstica de estas secuencias modificaciones que al 
te pruebas inmunológicas una infección aguda o reciente (IgM), o bien cambiar algún grupo químico específico 

2de una infección pasada o crónica (IgG).  facilitan su purificación, o la hacen más 
Las pruebas inmunológicas están antigénica y por tanto más eficiente para la 

diseñadas para detectar antígenos circu- En la práctica, las mayores limita- producción de anticuerpos específicos. 
lantes de los patógenos o la presencia de ciones para el diseño y desarrollo de nuevos Además, la producción de antígenos por 
anticuerpos producidos en respuesta a sistemas de diagnóstico por métodos medio de tecnología recombinante permite 
agentes infecciosos. Algunas de las inmunológicos son la producción de aumentar la cantidad y pureza del antígeno 
moléculas que participan en la interacción antígenos y anticuerpos específicos para las producido, además de acelerar y disminuir 

4,5hospedero-parásito pueden permanecer en moléculas de interés. La producción de los costos de producción.  Por otra parte, 
el suero de los sujetos infectados por proteínas y secuencias nucleotídicas por los antígenos de microorganismos peligro-
periodos prolongados y son detectables aun medio de técnicas de biología molecular sos pueden producirse en organismos 
en casos en los que la infección es hace posible la obtención de reactivos de inocuos, con lo que se reduce el riesgo de 

5,6asintomática y después de su resolución. La alta pureza en grandes cantidades. De infección durante la producción.
detección de estas moléculas, si bien no manera adicional, la estructura de las 
siempre es útil para identificar infecciones moléculas producida por estas técnicas Entre las pruebas inmunológicas 
activas, lo es para determinar su frecuencia puede modificarse para incrementar su más utilizadas en métodos diagnósticos 
y el grado de dispersión de los agentes reactividad. La preparación de anticuerpos figuran las de hemaglutinación, inmuno-
infecciosos en la población humana. específicos requiere antígenos en cantidad difusión e inmunofluorescencia indirecta 

y pureza suficientes. Si bien los antígenos (IFI); algunas de éstas constituyen las 
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pruebas de referencia (“estándar de oro”) anticuerpos específicos contra P. falcipa-
7para la detección de agentes patógenos.  rum, de tal modo que pueden servir para 

En la actualidad se utilizan los métodos establecer diagnósticos diferenciales o de 
automatizados en cámaras de multipozos infecciones mixtas. 
tipo ELISA y las pruebas rápidas (rapid 
diagnostic tests, RDT), en las cuales los Para el diagnóstico se coloca en el 
antígenos a detectar se fijan a una tira de extremo proximal de la tira la muestra 
membrana que se sumerge directamente sanguínea, junto con un amortiguador de 
en los reactivos de detección (anticuerpos) lisis celular que contiene además un 
y revelado, con obtención en pocos minutos anticuerpo marcado con un colorante. La 
de un resultado. Estas pruebas permiten migración del líquido pone en contacto a los 
procesar en forma expedita un número tres reactivos y la fijación en una banda del 

10elevado de muestras ,  con buena anticuerpo marcado  (figura 1). La 
sensibilidad y especificidad. presencia de pLDH o aldolasa en la muestra 

sanguínea indica infección activa, pero la 
El análisis del desarrollo de pruebas PRH2 persiste en circulación hasta por 14 

rápidas (RDT) ejemplifica los procedi- días después del tratamiento, por lo que en 
mientos moleculares empleados para el ese caso puede tratarse de una infección 
diseño de nuevas técnicas inmunológicas, resuelta o persistente. La sensibilidad de la 
así como las ventajas y limitaciones de este prueba es de 95%, en comparación con un Varias pruebas de la efectividad y el 
tipo de pruebas para el diagnóstico de análisis por microscopia, con un límite costo-beneficio de las RTD se han realizado 
enfermedades infecciosas, incluidas inferior de 100 parásitos/µl.8 Sin embargo, en varias partes del mundo. Por ejemplo, 
malaria, SIDA y sífilis. Las RDT son tiras existen variaciones regionales de HPR2, lo debido al aumento de la resistencia de los 
diagnósticas que tienen como principio la que hace que en algunas áreas la prueba parásitos del paludismo a los medica-
inmunocromatografía para identificar genérica no reconozca parasitemias por mentos anti-maláricos, se han introducido 
antígenos o anticuerpos; un reactivo debajo de 500 parásitos/µl. nuevos esquemas de tratamiento con 
(antígeno o anticuerpo) es reconocido por combinaciones farmacológicas que 
otro reactivo (anticuerpo o antígeno) requieren una evaluación oportuna de su 
contenido en un líquido que migra a través efectividad; para ello las RTD proporcionan 
del papel. El objetivo de estas pruebas es ventajas en relación con el manejo rápido y 

Figura 1. Pruebas diagnósticas rápidas (rapid diagnostic contar con instrumentos diagnósticos que masivo de muestras para la detección 
test, RDT). 1. Sobre una membrana porosa se trazan tres 11,12 sean simples, con resultados inmediatos parasitaria.
líneas; en la primera se fija un anticuerpo (Ab) dirigido 

para el diagnóstico in situ (junto al paciente) contra el antígeno blanco del parásito (Ag) y se marca 
con una enzima; en la segunda, llamada de prueba, se y, de esa manera, poder instituir trata- La disponibilidad de aparatos 
fija un anticuerpo dirigido contra el antígeno blanco del miento oportuno (por tal razón se conocen robóticos ha posibilitado la manipulación 
parásito y en la tercera, o control, se fija también un 

como pruebas de punto de atención), y al automatizada de cantidades muy pequeñas anticuerpo dirigido contra el anticuerpo marcado. 2. El 
mismo tiempo tomar decisiones acerca del de reactivos y la fijación de moléculas extremo de la tira se hidrata con una solución 

amortiguadora que fluye a lo largo del sistema, el agente control de la dispersión de los agentes reactivas (ácidos nucleicos, proteínas o 
de lisis solubiliza y libera los Ag y el Ab marcado, lo cual patógenos. azúcares) en hileras, muy próximas entre sí, 
hace posible la formación de complejos que son 

sobre una matriz sólida plana (una mem-arrastrados a lo largo de la tira. 3. Los complejos Ab-Ag 
son capturados en la línea de prueba y los anticuerpos Las tiras diagnósticas son producto brana o un vidrio), lo que se denomina 
libres en la línea control. En presencia de un cromógeno, 13de la aplicación de la biología molecular a microarreglos  (figura 2). Para el desa-
sustrato de la enzima unida al anticuerpo, se desarrollan 

varios niveles, la identificación de biomar- rrollo de pruebas diagnósticas existen dos líneas que reportan el reconocimiento del anticuerpo. La 
cadores específicos, su clonación y produc- tipos de microarreglos de proteínas: los que línea control debe emitir señal siempre para garantizar la 

integridad de los reactivos. La señal en la línea de prueba ción por medio de tecnología recombinante contienen fijados en la matriz sólida 
indica la presencia del parásitoy la producción de anticuerpos monoclo- anticuerpos para la detección de diversos 

nales para su captura y detección. El caso de antígenos (biomarcadores de patógenos) y 
las RDT para la detección de pacientes malá- los que contienen antígenos específicos de 
ricos es un buen ejemplo. El diagnóstico de los patógenos para la detección de 
infección con el parásito de la malaria anticuerpos en muestras sanguíneas. Un 
(Plasmodium spp.) se basa en la identifi- ejemplo de estos últimos se desarrolló para 
cación de un biomarcador como la proteína la detección simultánea de anticuerpos en 
rica en histidinas 2 (PRH2), la enzima sueros humanos contra Toxoplasma gondii, 
deshidrogenasa de lactato (pLDH) o una el virus de la rubeola, citomegalovirus y el 

8,9 14aldolasa parasitaria.  Las tiras diagnós- virus del herpes simple tipos 1 y 2.  El 
ticas contienen en su extremo distal desempeño diagnóstico de estos micro-
anticuerpos monoclonales que reconocen arreglos se comparó con el de una prueba 
pLDH o aldolasa, comunes entre las ELISA comercial, lo cual puso de manifiesto 
especies del parásito, pero todas contienen las ventajas de este tipo de pruebas de alto 

Bioanálisis I May · Jun 12



11

automatizados en los puntos donde se unieron. C. este desempeño respecto de las técnicas inmu- consecuencia, usados como reactivos, 
formato permite analizar una gran cantidad de nológicas tradicionales: ambas pruebas pueden identificar de forma eficaz una gran 
moléculas a la vez. El sistema permite calcular la 

pueden utilizarse para el diagnóstico de variedad de biomarcadores de agentes cantidad de las moléculas sonda fijadas a la matriz y las 
despliega como cuadros de colores.infecciones recientes (detección de IgM), patógenos. No obstante, éstos presentan 

pero en los microarreglos, además de la algunas dificultades de producción e 
investigación simultánea de varios inconvenientes para las aplicaciones 
patógenos, la reproducibilidad de los resul- biotecnológicas. Por consiguiente, la 
tados es mayor, se utilizan cantidades de producción tradicional de anticuerpos 
reactivos menores y, por último, la incor- contra el antígeno deseado, por medio de 
poración de curvas de calibración en la inmunizaciones de animales, no siempre es 
matriz permite que ésta se procese bajo las exitosa; asimismo, es posible que la 
mismas condiciones que las muestras, de tal especificidad y la sensibilidad de los 
modo que se eliminan las variaciones debi- anticuerpos producidos puede ser limitada 
das al tiempo de manipulación, tempera- por las características genéticas de la 

15,16tura, contenido de grasa, proteínas, y otros especie animal utilizada.  Si bien la 
factores, en los sueros problema. tecnología recombinante ha revolucionado 

la producción, diseño y adecuación para 
funciones específicas de proteínas, la 
estructura de los anticuerpos formada por 

Figura 2. Microarreglos. A. en una matriz sólida se fija dos cadenas pesadas y dos ligeras dificulta 
una colección de moléculas acomodadas en forma de su producción por medio de esta tecno-
hileras paralelas (microarreglos) que forman un punto 

logía. Además, estas moléculas requieren muy pequeño y con una localización conocida. Estas 
moléculas pueden ser ADN (año 1994), proteína (2000) o modificaciones postraduccionales, como 
azúcares (2002). B. a la matriz se le añade una solución Ingeniería molecular de anticuerpos glucosilación, doblamiento y formación de 
“sonda” con una mezcla de moléculas que por afinidad 

puentes disulfuro, lo que impide su se pegan a las que están unidas a la matriz. Esta mezcla 
Los anticuerpos se unen con alta producción en forma recombinante en puede contener ácidos nucleicos o proteínas que se 

marcan, casi siempre con fluorescencia, lo que permite especificidad y sensibilidad a proteínas, organismos procariontes. La metodología 
su detección y  medición por f luorómetros azúcares, lípidos y moléculas diversas; en para la preparación de anticuerpos 
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monoclonales revolucionó la producción de cuyo fin se clona el fragmento de interés un antígeno. Una ventaja adicional de estos 
anticuerpos, ya que hace posible obtener para producirla fusionada con una proteína moldes es que pueden generarse moléculas 
anticuerpos dirigidos contra un solo de cápside expuesta en la superficie del que no tengan reacciones inmunitarias 

34epitopo, se pueden almacenar las células virión (phage display) (figura 3).  Los fagos cruzadas y que para el revelado de sus 
para volver a elaborarlos cuando sea son muy convenientes para expresar pruebas no dependan, a su vez, de segun-
necesario y se pueden producir cantidades dominios de anticuerpos, ya que son dos anticuerpos que puedan presentar 

17,18suficientes de reactivos.  No obstante, estables en forma cristalizada o liofilizada y reconocimiento cruzado. Entre estas molé-
esta medida es todavía costosa y encarece ello facilita su almacenaje y transporte y se culas se encuentran las proteínas ricas en 

39su inclusión en pruebas diagnósticas. pueden producir en gran cantidad y a bajo leucina, lipocalinas y tendamistat.
costo. Ejemplos de la aplicación de esta Por otra parte, por medio de la sín-

Varias intervenciones moleculares tecnología son la producción de fagos tesis química de oligonucleótidos, se 
se han empleado para resolver las capaces de identificar antígenos de generan moléculas de ARN y ADN (genes 
limitaciones de producción y el diseño de bacterias del género Bacillus spp., incluido sintéticos), con propiedades de recono-
anticuerpos con mayor afinidad por sus B. anthracis, los cuales tienen alto potencial cimiento altamente específico de moléculas 
antígenos y estructuras más sencillas y para diagnóstico ya que son específicos y que en algunos casos es superior al de los 

40estables. Las cadenas pesadas (VH) y ligeras sensibles y se pueden manipular en diversas anticuerpos.  Los aptámeros son muy 
35,36(VL) que conforman los anticuerpos pueden plataformas de ensayos diagnósticos  y estables ante condiciones ambientales, 

producirse de manera aislada y conservar su se experimenta con fagos útiles para la pueden producirse contra moléculas poco 
capacidad de unirse de manera específica a neutralización de ataques terroristas, ya inmunogénicas y su afinidad y especificidad 

19,20sus antígenos,  pero con afinidad y que se ha demostrado que la inmunización de unión a los antígenos pueden mejorarse 
21solubilidad reducidas.  Las moléculas que pasiva tiene efectos significativos en el clonando los aptámeros como genes 

37,38contienen aparejadas las regiones tratamiento. sintéticos y la introducción dirigida de 
complementarias (CDR) de las cadenas VH y variaciones en su secuencia “evolución 
VL son suficientes para mantener su unión dirigida”. Por otra parte, durante la síntesis 

22específica a los antígenos.  Los métodos de los aptámeros se pueden introducir 
Figura 3. Despliegue de proteínas en fagos. A. en el ADN de biología molecular se emplean para átomos que funcionan como etiquetas para 
de un fago filamentoso como M13 se clona (anidada den-generar proteínas semisintéticas derivadas su detección como los quantum dots (Q-
tro de la secuencia de las proteínas de cápside III o VII) la 

23,24de los anticuerpos,  estructuralmente dots) y al aplicarse se puede inducir su unión secuencia de una proteína heteróloga, de tal modo que 
al producirse nuevas partículas virales éstas presentan más sencillas, que incluyen las regiones covalente al sitio blanco, lo que permite que 
en su superficie el fragmento de la proteína que se clonó. variables funcionales, con capacidad de el complejo aptámero-molécula blanco 
B. al clonar en los fagos una población de ADNc que 

unión a un antígeno y estables en diversas pueda lavarse en condiciones extremas, codifique la región de reconocimiento de un anticuerpo, 
condiciones ambientales; entre éstas antes de su lectura, para mejorar la una por fago, y cada secuencia con ligeras diferencias 

generadas al azar, se genera una población de fagos tal figuran las siguientes: fragmentos ab (Fab); especificidad y estabilidad de las pruebas 
que cada uno despliega una proteína diferente. Esta 25 26 fragmentos variables (Fv);  y regiones diagnósticas. Los aptámeros son eficientes 
población se puede seleccionar por su unión a un 

variables conformadas con una sola cadena en pruebas y formatos bien establecidos y antígeno específico, para obtener los fagos que expresan 
27 las moléculas con mayor afinidad a la molécula blanco. (scFv).  Estas moléculas se producen pueden competir con los anticuerpos en 

Estos fagos se recuperan y se multiplican para obtener 41-44 como fragmentos Fab de anticuerpos diagnóstico e investigación.
cantidades útiles de virus que se adhieren a un sustrato 

monovalentes, como cadenas únicas (SCFv) específico
que contienen las regiones VH y VL unidas Biología molecular de ácidos nucleicos y 
por un polipéptido puente y que mantienen métodos diagnósticos
su funcionalidad, como por ejemplo su 
capacidad de inhibir el desarrollo de Si bien los organismos comparten 

28patógenos.  Las moléculas formadas por de manera variable en su genoma genes 
un solo dominio variable (VHs) se pueden comunes (ortólogos), estos genes y otros no 
diseñar por computadora para hacerlas compartidos presentan secuencias especí-
complementarias a la estructura de su ficas de género, especie y cepa que hacen 

29-31molécula blanco.  También se produ- posible su identificación inequívoca. Una 
cen fragmentos correspondientes a las vez identificadas las secuencias exclusivas 
regiones variables de los anticuerpos de patógeno, éstas pueden utilizarse para el 
conformados con dos cadenas peptídicas desarrollo de reactivos para pruebas 
ensambladas en una sola cadena peptídica diagnósticas. En la práctica se desarrollan 

30,31(dsFv).  Algunas de estas variantes de de forma constante nuevos equipos para la 
anticuerpos se producen a gran escala en manipulación, secuenciación y detección de 
organismos modelo como Escherichia coli o ácidos nucleicos, lo que permite que esté en Una alternativa para la producción 
sistemas de virus, procariotes y eucariotes. desarrollo una gran cantidad de proyectos de nuevos reactivos de reconocimiento es la 
32,33 La producción de fragmentos de de secuenciación de genomas de microor-ingeniería de moléculas (proteínas y otras 
proteínas en bacteriófagos filamentosos de ganismos; de igual modo, muchas de las moléculas) diferentes de las Igs, con 
tipo f (fagos f1, fd y M13) también se ha bases de datos generadas, completas o en capacidad de unirse de manera específica a 
empleado para la elaboración de scFvs, para proceso, y las herramientas informáticas 

14
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para su análisis están disponibles libre- Detección de ácidos nucleicos. La 
mente en internet (Portal NCBI National lidad de dispersión, datos epidemiológicos y detección del material genético de un 
Institute for Biotechnology Information, técnicos para el diagnóstico de enferme- microorganismo en muestras biológicas 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/). dades infecciosas; estas bases de datos se indica la presencia del patógeno en los 
45 También están disponibles bases de pueden consultar en línea (http://www.cdc. sujetos de estudio en el momento de 

46datos con información sistematizada sobre gov/page.do)  (cuadros I a III). obtener la muestra. Esta detección permite 
microorganismos con potencialidad pato- la identificación de infecciones de manera 

directa sin la necesidad del cultivo del 
agente patógeno causal y la detección de 
ARN mensajeros indica que el organismo en 
cuestión está metabólicamente activo.47 
Las pruebas diagnósticas basadas en ácidos 
nucleicos se basan en la detección directa 
de su presencia por medio de sondas 
específicas (hibridación), pero también es 
posible incrementar su sensibilidad por 
medio de la amplificación de secuencias 
específicas diagnósticas (reacción en 
cadena de la polimerasa) del material 
genético presente en las muestras. 

La hibridación se basa en la capa-
cidad de dos cadenas sencillas de ácido 
nucleico, ADN o ARN, complementarias en 
su  secuencia  de  bases,  de  formar enlaces 
específicos y crear una doble hélice en 
cualquier combinación: ADN-ADN, ADN-
ARN y ARN-ARN. Durante la hibridación una 
molécula de secuencia conocida (la sonda 
diagnóstica) “busca” e identifica a su 
complementaria en una mezcla de 
moléculas de ácido nucleico, aunque ésta 
sea muy compleja. La hibridación se puede 
efectuar en diversos formatos, en solución o 
con la cadena blanco unida a un soporte 
sólido o incluso in situ, esto es, en un corte 
de tejido o un microorganismo completo 
fijado. La sonda diagnóstica puede 
producirse por síntesis química o técnicas 
recombinantes y durante su producción se 
le incorporan etiquetas para su detección 
(enzimas para detección colorimétrica, 
fluorescencia). El número de moléculas 
blanco presentes en la muestra determina 
el número de moléculas de la sonda que se 
fijan al formato, lo cual determina la 
intensidad de la señal. La especificidad de la 
señal 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 número de 
copias del gen investigado en el material 
biológico).

En formato individual, la hibrida-
ción es útil para detectar o confirmar los 

48resultados de otras pruebas.  Nuevos 
desarrollos que usan el principio de 

49hibridación son los microarreglos.  En este 

génica, según sean la agresividad, potencia-
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Cuadro I: Genomas de bacterias representativas de importancia médica humana. Estas bases de datos son accesibles
en el sitio del National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).  Se listan las características ge-
nerales del organismo: TG, tamaño del genoma; GCc, contenido de GC

Cuadro II: Genomas representativos de protistas accesibles en la base de datos del NCBI (julio de 2008). Estas bases de 
datos están disponibles en el sitio www.ncbi.nlm.nih.gov. Se listan características generales del microorganismo. La ID 
taxonómica corresponde a la base de datos de clasificación de organismos (TaxBrowser) accesible en el mismo sitio. El 
tamaño del genoma se expresa en megabases (MB). El número cromosómico (Crom) se determinó por diversos méto-
dos, en particular PFGE.
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desarrollo de métodos diagnósticos para 
una gran variedad de agentes infecciosos: 
bacterias, protozoarios, virus y helmintos. 
53,54 La prueba de PCR descrita se conoce 
como de “punto final”, ya que la reacción se 
detiene hasta que todos los reactivos 
necesarios para la amplificación se han 
utilizado. A partir del método básico de PCR 
se han desarrollado variantes para detectar 
ADN o ARN, con objeto de hacerlo cuan-
titativo (véase más adelante) y aplicar 
sistemas diagnósticos automatizados que 
realizan el procesamiento de las muestras 
desde la purificación del material genético 

54hasta su análisis.

Existen numerosas pruebas diag-
formato, las sondas de ADN se imprimen o este procedimiento permite amplificar y nósticas que usan la PCR con el formato de 
sintetizan (con formación de celdas) por detectar de manera específica, a partir de “punto final”; en éstas, la reacción se realiza 

50medios automáticos directamente  sobre una sola molécula blanco, secuencias en un número predeterminado de ciclos y 
soportes sólidos de vidrio o polipropileno y particulares de ADN. La reacción depende los productos se analizan por electroforesis. 
estas secuencias, fijadas en el soporte de oligonucleótidos cortos (cebadores o Por ejemplo, las especies de Corynebac-
sólido, se incuban con muestras que sondas) que tienen la secuencia adecuada terium: C. diphteriae, C. ulcerans y C. 
contienen el material genético en estudio, (complementaria) para hibridar en los pseudotuberculosis, son patógenas sólo 
previamente marcado, de tal modo que al extremos de cadenas sencillas del ADN cuando producen la toxina diftérica, para lo 
hibridarse se presenta una señal en la celda blanco, las cuales se obtienen mediante la cual necesitan copias completas del gen tox. 
reconocida. desnaturalización del ADN original. Una vez Mediante pruebas de PCR se puede 

unida, la sonda sirve como ancla para que la reconocer la presencia del gen aun en 
En el momento presente, los altos polimerasa inicie la producción de la cadena muestras de pacientes que han recibido 

costos de los métodos basados en micro- complementaria a la secuencia blanco, de antibióticos, en quienes ya no es posible 
arreglos impiden su empleo en estudios tal manera que se forman moléculas de cultivar la bacteria. Sin embargo, en algunas 
poblacionales; no obstante, esta técnica se ADN de doble cadena. La desnaturalización cepas que poseen el gen tox, debido a 
ha utilizado para estudios epidemiológicos de este ADN, la hibridación con la sonda y la mutaciones en la región de control del gen, 
que incluyen números pequeños de síntesis de la cadena complementaria con éste no es activo, por lo que los pacientes 
muestras, como la genotipificación de ciclos repetidos permiten la obtención de positivos por PCR aún se los considera como 

55,56 cepas de virus de la inmunodeficiencia grandes cantidades de ADN específico del casos presuntivos.
51humana resistentes a tratamiento,  y para microorganismo investigado, lo cual facilita 

determinar el origen de infecciones su detección. El reconocimiento del La PCR de punto final también se 
sintomáticas y asintomáticas con poliovirus material producido se obtiene mediante usa para el diagnóstico y clasificación de los 

52 en una población previamente vacunada. electroforesis en geles de agarosa y la parásitos del género Leishmania spp., los 
identificación de bandas del tamaño cuales poseen una mitocondria modificada 

PCR. La reacción en cadena de la molecular esperado por medio de tinción llamada cinetoplasto en la que existen dos 
polimerasa (PCR) es un procedimiento muy con bromuro de etidio. La sensibilidad y tipos de moléculas de ADN, los maxicírculos 
sensible que utiliza una polimerasa de  ADN; especificidad de la PCR han permitido el y los minicírculos. En la secuencia de los 

Cuadro III: Bases de datos de genomas de insectos. Existen 57 proyectos de secuencia de genoma, sólo se ha comple-
tado el de Drosophila melanogaster, 31 se hallan en fase de ensamblado y 31 en proceso.   Se listan microorganismos 
representativos de importancia médica
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minicírculos, se presentan regiones dores se acoplaron a microesferas, de tal amplifican se detectan al mismo tiempo que 
conservadas y variables, entre las cuales se modo que los productos quedaron se generan (durante la fase exponencial de 
encuentran algunas específicas de acoplados a éstas y eran distinguibles en un la amplificación), con base en varias 
especie/aislado (oxidasa de citocromo y citómetro de flujo, lo que permitía la estrategias que dependen de moléculas 
regiones espaciadoras intergénicas), a automatización de la lectura y la distinción fluorescentes (fluoróforos) cuya emisión es 
partir de las cuales se pueden diseñar pares de hasta de 80 blancos diferentes en una proporcional al número de moléculas 

65,66de oligonucleótidos iniciadores que al reacción.  De la misma forma, los producidas, lo que permite hacer la prueba 
71,72amplificar permiten distinguir entre oligos pueden acoplarse a moléculas de de forma cuantitativa.  Un fluoróforo 

géneros, especies y poblaciones de tamaño diverso disponibles en el comercio es una molécula que absorbe radiación de 
57-59parásitos.  Este método se puede (Qiagen Masscode Technology, Qiagen, una longitud de onda determinada (luz UV o 

aplicar a diferentes tipos de muestras, como Hilden, Alemania), con capacidad de láser) y luego emite la energía absorbida en 
sangre o aspirados de nódulos linfáticos, y distinguir hasta 64 diferentes tamaños y por forma de luz de una longitud de onda 
en la actualidad se ha probado para la tanto el mismo número de secuencias determinada, pero diferente a la empleada 

67evaluación de la efectividad de nuevos específicas.  Otra manera de identificar para su excitación; esto hace posible su 
59fármacos,  la identificación de portadores productos diferentes en una PCR multiplex identificación. La utilización de fluoróforos 

asintomáticos y de animales que sirven consiste en utilizar oligos marcados con también permite realizar reacciones de 
60como reservorios en la naturaleza. faros moleculares (beacons, véase más amplificación multiplex y detectar cada 

adelante), los cuales emiten señales fluo- molécula blanco con un fluorocromo 
68 73En la PCR multiplex se incorporan a rescentes a distintas longitudes de onda.  diferente.

la reacción de amplificación más de un par Las pruebas basadas en la PCR multiplex son 
de sondas específicas para diferentes útiles para reconocer infecciones por pató- El método más sencillo de detec-
secuencias blanco. Los fragmentos gene- genos que comparten cuadros sintomáticos ción de los productos de PCR en tiempo real 
rados pueden reconocerse por su tamaño o comunes; con este propósito se diseñó una es la aplicación de un fluoróforo marcador, 
por medio de marcadores incluidos en las prueba para investigar la causa de las fie- como el SYBRgreen, el cual emite fluores-
sondas. Entre las aplicaciones de este bres virales hemorrágicas, que incluye cencia cuando se intercala en el surco 
sistema figuran el análisis de muestras en sondas para identificar 10 diferentes mayor de la doble hélice del ADN. Otra 

69las que hay varias moléculas blanco del virus. forma de reconocer productos de PCR en 
mismo organismo, la confirmación de que tiempo real consiste en usar los beacons 
éste se halla presente, o bien la investi- Para mejorar la sensibilidad en los (“faros moleculares”). En este sistema se 
gación de forma simultánea de varios ensayos multiplex se aplica también el generan sondas que poseen un fluoróforo 
patógenos, para lo cual se incluyen sondas principio de las reacciones “anidadas”, en “principal” en el extremo 5´ y otro 
específicas para cada microorganismo. La las cuales la reacción se realiza primero con fluoróforo de menor intensidad en el 
dificultad principal de la PCR multiplex es el un juego de iniciadores “externos”, que en extremo 3´ con diferente espectro de 
diseño adecuado de los oligos con el fin de los primeros ciclos genera un fragmento emisión (beacons). Cuando estas sondas se 
evitar interacciones inespecíficas entre “grande”. En una segunda etapa, el encuentran como moléculas únicas se 
ellos y reconocimientos cruzados y lograr producto de la primera ronda de amplifi- pliegan sobre sí mismas y la proximidad de 
que los amplicones resultantes se puedan cación se convierte en el molde con un los fluoróforos genera el efecto “FRET” 
diferenciar unos de otros. Para el diseño de segundo juego de iniciadores que se hallan (fluorescence resonance energy transfer), 
estos cebadores se han desarrollado dentro del producto primario (“anidados”), en el cual el fluoróforo secundario apaga la 

61programas computacionales  que inclu- lo cual asegura la especificidad del emisión del primario. Al ocurrir la reacción 
68,70yen como elementos de selección secuen- amplificado de la primera ronda.  Las de PCR, el beacon forma parte de las 

cias específicas de los patógenos en estudio pruebas diagnósticas veterinarias pueden moléculas amplificadas, con lo que el 
y composición de éstos para que los consultarse en el sitio http://pcr.sdstate. fluoróforo principal se separa del 
procesos de amplificación requieran las org/. secundario y recupera su fluorescencia, de 
mismas condiciones (temperatura de tal manera que la población de híbridos se 
“fusión”). De esta manera se genera un PCR en tiempo real. Los “puntos puede medir porque su número es 
“sistema de tubo único”, en el cual se coloca finales” de las reacciones de PCR varían directamente proporcional a la magnitud de 
la muestra en un tubo que se cierra con los entre las muestras debido a la cantidad de la fluorescencia. Los beacons pueden 
reactivos de purificación y amplificación y ADN blanco presente en éstas. Además, el prepararse con diferentes fluoróforos, 
ya no se abre sino hasta obtener el punto final es difícil de precisar ya que la como SYBRgreen™, fluoresceína (FAM), 
resultado, lo cual reduce el riesgo de amplificación, después de una fase Texas red, Rhodamina 6G, Cy3, Cy5, entre 

62-64manipular muestras peligrosas. exponencial, alcanza una meseta en la que otros, y DABCYL como apagador, lo que 
los reactivos comienzan a agotarse. Estas posibilita realizar combinaciones para la de-

73,74Para la identificación de los pro- condiciones son determinantes de las tección multiplex.  Pueden consultarse 
ductos amplificados se han propuesto limitaciones de este método, entre ellas las páginas electrónicas www.molecular-
varias alternativas, además del uso de la bajas precisión y sensibilidad, además de beacons.org y www.appliedbiosystems. 
electroforesis en agarosa. En un sistema que no puede ser cuantitativa. En los com/support/apptech/.
para la detección de productos de PCR en métodos de PCR “en tiempo real”, las 
una reacción multiplex, los oligos inicia- moléculas del fragmento blanco que se En un ejemplo de aplicación se 
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investigó en muestras sanguíneas humanas un iniciador para la reacción de PCR, pero el tratamiento usado para purificar el 
la presencia de los genes gag de HIV-1, env con la incorporación covalente de una material genético y, aunque esta prueba fue 
HIV-2, tax del virus T-linfotrópico tipo 1 y pol secuencia adicional formada por un superior a los métodos tradicionales, 
del tipo 2, mediante los juegos de beacons “bloqueador” en la región 5´; empero, a todavía se identificó a un grupo de 
correspondientes, marcados con diferentes diferencia del anterior, no hay degradación pacientes en el que no pudo establecerse un 

62 fluoróforos; esto permitió determinar la de moléculas. En este formato se han diagnóstico definitivo.
74,75carga viral en las muestras;  el método diseñado métodos diagnósticos, como los 

es rápido, sensible, específico y seguro para descritos para Helicobacter pylori85 y Espectrometría de masas y diagnóstico
86el operador. Micoplasma.

En la actualidad, los métodos de 
En la PCR llamada TaqMan™ ade- espectrometría de masas (MS) disponibles 

más del efecto FRET se utilizan las permiten identificar moléculas orgánicas e 
Figura 4. Tres formas de medir en tiempo real la actividades de la polimerasa Taq, que actúa inorgánicas de forma rápida, confiable y con 
aparición de moléculas amplificadas por PCR. La emisión 

como polimerasa en dirección 5´>3 y como alto rendimiento. La identificación de de una molécula fluorescente principal (fluoróforo, 
círculo blanco) se apaga cuando está próxima a una exonucleasa en dirección 3´>5´ (figura proteínas por MS es paralela a la 
segunda molécula fluorescente (quencher, círculo 76,774).  A diferencia de la reacción de la acumulación de secuencias de ácidos 
negro) con una absorción y emisión diferente. A. Los 

PCR estándar, en el TaqMan se lleva a cabo nucleicos (genómica) y su control por faros moleculares son oligos con una región de 
una hibridación con una sonda comple- bioinformática para conocer las proteínas apareamiento que forma una doble cadena que 

mantiene junto al fluoróforo y al quencher y por tanto mentaria de una región interna de la codificadas por ellas y con estas proteínas 
apaga la emisión de la señal del primero. Cuando en el secuencia blanco, antes de la amplificación. virtuales hacer experimentos in silico, 
medio aumenta la concentración de moléculas blanco se 

La sonda interna tiene una temperatura de consistentes en la predicción de los iones forman dobles cadenas, se separa el fluoróforo del 
quencher y ello libera la fluorescencia. B. En el sistema “fusión” 10°C superior a la de los iniciadores que se generan durante la fragmentación en 
TaqMan, el oligo con el fluoróforo es destruido por en los extremos y posee en su extremo 5´ un los diferentes sistemas de análisis. En una 
acción de la polimerasa que conserva la actividad de 

fluoróforo verde (6-carboxifluoresceína, sola ronda de fragmentación/separación de nucleasa 3´-5´ y se activa la fluorescencia; la sonda 
FAM), cuyo espectro de emisión está iones se obtienen “huellas digitales” TaqMan,  por su afinidad mayor,  se une a su  sitio  blanco 

antes de los iniciadores de amplificación. Cuando “apagado” (quenched) por la proximidad (gráfica de valores de masa/carga de los 
empieza la construcción de moléculas de ADN y los espacial de un segundo colorante iones, m/z), que permiten identificar a la 
cebadores se unen, la polimerasa Taq avanza y, cuando 

fluorescente (http://www.appliedbiosys molécula exacta por comparación con las encuentra la sonda, la degrada y libera la señal 
fluorescente. C. Los iniciadores tipo escorpión están tems.com/support/apptech/). En una huellas digitales generadas teóricamente a 
formados por dos oligos hibridados de manera parcial, 87reacción de PCR, el primer paso de cada partir de las bases de datos genómicas.  
con una cola que es complementaria de la secuencia 

ciclo es un aumento de la temperatura para Con estos estudios es posible identificar blanco. Al hibridar la secuencia específica con su blanco 
la desnaturalización de las cadenas de ADN, biomarcadores de patógenos específicos. e iniciar la PCR, los fluoróforos se separan, lo que activa la 

88-90señalseguido de un descenso de la temperatura  La MS también puede usarse para 
para la renaturalización, durante la cual se identificar secuencias de ADN, lo que 
unen los iniciadores a los lados de la permite emplearla para el análisis 
secuencia blanco. En la reacción TaqMan, automatizado y rápido de productos de 

91,92durante la renaturalización la sonda Taq- PCR.  Esta aplicación es útil en ensayos 
Man, en virtud de su afinidad mayor, se une de PCR multiplex, como en el sistema 
a su sitio blanco antes de que lo hagan los denominado Masstag-PCR, en el cual los 
iniciadores de amplificación. Para la fase de oligos para realizar la PCR se marcan con 
síntesis los iniciadores se unen, empieza la grupos químicos de masa conocida 
conformación de moléculas de ADN y (MassTag) y la cantidad de los productos 
durante el avance de la polimerasa Taq, ésta generados durante la amplificación se mide 
“choca” con la sonda y por su actividad de mediante un sistema de espectrometría de En el mercado ya están disponibles 
exonucleasa la degrada (se “come la sonda”, masas en fase líquida por la cantidad de las varios estudios diagnósticos basados en la 

91de tal modo que el fluoróforo de la sonda se “etiquetas” incorporadas.  Esta técnica se reacción de PCR en tiempo real [sistema 
libera y la señal se activa, lo que posibilita su ha aprobado para el diagnóstico diferencial Roche Amplicor; (http: //www.roche.com/ 
medición. Se han publicado varios ensayos e identificar hasta 22 agentes patógenos de p ro d u c t s / p ro d u c t - l i s t . ht m ?  t y p e =  
diagnósticos con base en este método, muestras clínicas causantes de enferme-diagnostics&id=29)]; éstos se someten de 
como el descrito para reconocer Chalmydia dades respiratorias y virales hemorrágicas, forma cont inua a  evaluaciones y  

78 79trachomatis  y tuberculosis.  En este con sensibilidad y especificidad elevadas.comparaciones con nuevos productos, aún 
tipo de prueba también se pueden hacer no comerciales. Por ejemplo, la prueba PCR 
combinaciones de juegos de iniciadores y Comentarios finalespara Mycobacterium tuberculosis usa como 
sondas con fluoróforos que emitan a blanco de amplificación una región del ARN 
distintas longitudes de onda para identificar La investigación básica mediante ribosomal 16S de la micobacteria, con una 

80-varios blancos en reacciones multiplex. genómica y proteómica de microor-sensibilidad de 47 a 58.2% y especificidad 
82 83,84 El sistema Scorpions  es similar al ganismos patógenos proporciona nuevos de 94 a 97%, según sea el tejido del que se 
anterior en tanto que incluye el juego de marcadores biológicos potencialmente obtiene la muestra. La sensibilidad varía con 
fluoróforos, principal y apagador, y el uso de útiles para desarrollar métodos de diag-
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nóstico. Para cada enfermedad infecciosa es para investigar un número elevado de datos, de modo tal que dichos métodos se 
importante el conocimiento de varios microorganismos. Los microarreglos han limitado a los laboratorios de 
biomarcadores entre las moléculas de los pueden ser de utilidad si el PCR multiplex no investigación. Sin embargo, los costos 

93patógenos y entre las moléculas de provee información.  disminuyen rápidamente y cabe anticipar 
respuesta de los pacientes, ya que éstas que, en un futuro próximo, estarán al 

94,95pueden variar a lo largo del proceso La disposición de genomas com- alcance de la comunidad médica.
infeccioso, según sean las características pletos de los patógenos más comunes ha 
genéticas de los pacientes, los agentes permitido la identificación y producción 
patógenos y las condiciones ambientales. masiva de genes y antígenos; las técnicas de Referencias

biología molecular se emplean para la 
1. Barken KB, Haagensen JA, Tolker-Nielsen T. Advances in nucleic acid-
base daiagnostics of bacterial infections. Clin Chim Acta 2007; 384: 1-El uso de pruebas automatizadas y producción de ant icuerpos y  sus  
11.la inclusión de múltiples marcadores fragmentos con elevadas especificidad y 2. Kasper DC, Prusa AR, Hayde M, Gerstl N, Pollak A, Herkner KR, et al. 
Evaluation of Vitros ECiQ immunodiagnostic system for detection of permiten en su formato actual investigar de sensibilidad. Las técnicas para la producción 
anti-toxoplasma immunoglobulin G and immunoglobulin M 

forma simultánea, rápida y a bajo costo el química de moléculas complementarias antibodies for confirmatory testing for acute Toxoplasma gondii 
infection in pregnant women. J Clin Microbiol 2009; 47: 164-167. origen de infecciones que comparten promete la posibilidad de prescindir ya en el 
3. Casiano CA, Mediavilla-Varela M, Tan EM. Tumor-associated antigen 

cuadros sintomáticos. Por otra parte, es futuro de la producción de anticuerpos y arrays for the serological diagnosis of cancer. Cell Proteomics 
2006;5:1745-1759.recomendable aplicar un plan estratificado evitar la necesidad de inmunizaciones de 4. Thomas WR, Hales BJ, Smith WA. Recombinant allergens for 
analyzing T-cell responses. Methods 2004; 32: 255-264.en la investigación de microorganismos animales. 
5. Gamble H, Andrews C, Dubey J, Webert D, Pamley S. Use of 

patógenos de acuerdo con las condiciones recombinant antigens for detection of Toxoplasma gondii. J Parasitol 
2000; 86: 459-462.epidemiológicas en cada caso. En Los sensores basados en moléculas 
6. Coelho AG, Zamarioli LA, Reis CM, Nascimento AC, Rodrigues JS. 

consecuencia, cuando la clínica y los biológicas ofrecen oportunidades sin prece- Gene probes versus classical methods in the identification of 
micobacteria. J Bras Pneumol 2008; 34: 922-926.informes epidemiológicos sugieren la dentes para el tamizaje genético y la 
7. González M, Hassanhi M, Rivera S, Bracho M. Estudio comparativo 
entre las técnicas de inmunofluorecencia indirecta (IIF) y ELISA en la participación de uno o pocos patógenos es detección. La tecnología de los micro-
detección del parvovirus B19. Invest Clin 2000; 41: 19-27.

recomendable el uso de PCR de punto final; arreglos es útil para el análisis masivo de 8. Moody A. Rapid diagnostic tests for malaria. Clin Microbiol Rev 
2002; 15: 66-78.si no existe suficiente información para muestras, aunque implica el uso de una 
9. Kakkilaya BS. Rapid diagnosis of malaria. Lab Medicine 2003; 34: 

circunscribirse a pocos patógenos instrumentación muy costosa y algoritmos 602-608.
10. World Health Organization. The role of laboratory diagnosis to sospechosos, el PCR multiplex puede ser útil numéricos complejos para interpretar los 
support malaria disease management: focus on the use of rapid 
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