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Ciencia al Dia

Biologia molecular en el diagnéstico de las neumonias

Segmentos definidos de acidos nucleicos (sondas o probes) han si-
do utilizados satisfactoriamente por bidlogos moleculares, taxonomis-
tas y epidemidlogos para detectar secuencias complementarias de ADN
0 ARN en diferentes tipos de especimenes. Este desarrolio técnico pro-
viene del conocimiento alcanzado en aspectos hésicos de la bioguimica
y estructura de los acidos nucleicos. Los trozos de ADN, o sondas
génicas, se obtienen mediante la tecnologia de ADN recombinante o
manipulacion del ADN, cuyos recientes avances en el desarrollo de
sondas especificas para agentes bacterianos particulares han permiti-
do su utilizacién en la clinica como procedimientos diagndsticos de al-
ternativa.

El microbidlogo clinico tiene la tarea de detectar e identificar microor-
ganismos responsables de un proceso patoldgico infeccioso. El méto-
do que emplea acidos nucleicos le ofrece una interesante alternativa
para acelerar el diagndstico o para identificar de un modo preciso un
determinado microorganismo. Debe tenerse presente, €so si, que ca-
da avance técnico debe compararse con el método previamente exis-
tente, para evaluar la relacion costo-beneficio que la nueva técnica
aporta. De este analisis resulta claro que no todos los métodos que se
desarrollan resultan en aplicaciones gue significan un reemplazo de
las corrientemente en uso. Hoy en dia se trata de focalizar el empleo
de técnicas de ADN recombinante en el diagnostico de enfermedades
infecciosas para aquellas situaciones en que los procedimientos ac-
tuales son muy lentos, de dificil aplicacion, bajo rendimiento o inexis-
tentes.

Para el caso de las neumonias, el enfoque de utilizacion de técnicas
de hibridizaciéon de acidos nucleicos se ha orientado a apoyar el
diagnéstico de infecciones causadas por virus, de algunas bacterias y
micobacterias.

INFECCIONES BACTERIANAS

En este tipo de infecciones, las Unicas que hasta el momento han
recibido atencion con un objetivo diagnéstico, han sido las causadas
por las especies Legionella, Mycoplasma y Mycobacterium.
Legionella. Esta especie ha sido reconocida ultimamente como cau-
sa de infeccion nosocomial y extrahospitalaria. E! diagnéstico de labo-
ratorio se basa en el cultivo, demostracion del agente por inmunofluo-
rescencia directa (IFD) o, retrospectivamente, mediante variaciones
del titulo de anticuerpos séricos anti-Legionella. Aunque la IFD es ra-
pida y especifica (99,9%), su sensibilidad en relacion al cultivo es baja,
variando entre un 25% y un 80%. Las pruebas serologicas estan es-
tandarizadas para L. pneumophila serogrupo 1 y tiene una sensibili-
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dad de 60% a 80% y una especificidad de 95%-99%. Debido a que la
Legionella causa aproximadamente un 3% de las neumonias, el valor
predictivo de una prueba serolégica es bajo. El método mas definitivo
y sensible es el aislamiento bacteriano, el que requiere de varios dias,
seguido de pruebas de aglutinacién o IFD.

Con estos antecedentes, el uso de sondas de acidos nucleicos re-
sulta apropiado para la simplificacién y rapidez diagnéstica. Grimont et
al. desarrollaron en 1985 una sonda para identificar especificamente
L. pneumophila. Sin embargo, requiere de la etapa previa de desarro-
llo de colonias de cultivo. Otra sonda basada en ADN complementario
(cDNA) reconoce ARN ribosomal del género Legionella. La hibridiza-
cién es rapida y los resultados estan disponibles en 3 horas. Wilken-
son et al. comunicaron en 1986 una sensibilidad de 98% y una especi-
ficidad cercana a 100%. Hogan et al. analizaron 343 muestras clinicas
de origen respiratorio que habian sido almacenadas a-70 Centre 1y
8 anos; en comparacion a los datos de cultivos, se encontré una espe-
cificidad de 100% y una sensibilidad del 74%.

Mycoplasma. La infeccion por Mycoplasma pneumoniae es una cau-
sa importante de “neumonia atipica" que afecta primariamente a adul-
tos jovenes. El diagnéstico se realiza clinica o serolégicamente debido
a que los cultivos pueden tomar hasta 21 dias para dar un resultado
positivo. Shaw et al. desarrollaron en 1986 una sonda cADN homéloga
a ARN ribosomal de M. pneumoniae. E| examen de hibridizacion toma
3 horas. Hogan et al., analizando 388 especimenes, encontraron una
sensibilidad de un 100% comparado con el cultivo.

Mycobacterium. En Chile, la tuberculosis es una de las principales
causas de muerte por enfermedades infecciosas, manteniendo al M.
tuberculosis como un patégeno de importancia. La infeccion por M.
tuberculosis y otras micobacterias resulta también importante en pa-
cientes inmunocomprometidos. La identificacion por cultivo de esta es-
pecie es larga y tediosa, demorando en la gran mayoria de los casos
60 dias.

Dean et al. desarrollaron en 1986 una sonda cDNA homdloga a ARN
ribosomal del género Mycobacterium, capaz de detectar 28 especies
clinicamente relevantes de micobacterias, pero que no hibridizan con
otras bacterias o ARN ribosomal de células eucariotes. Shoemaker et
al. han desarrollado una sonda de ADN a partir de ADN cromosomal
para detectar M. tuberculosis. Es capaz de detectar 20.000 micobac-
terias y presenta algun grado de hibridizacién cruzada con otros miem-
bros del género Mycobacterium. El grado de especificidad alcanza al
100% en relacion a otros agentes bacterianos.

En nuestro laboratorio hemos utilizado un fragmento de 1,1 Kb (mi-
les de bases), correspondiente a un fragmento del gen que codifica un
determinante antigénico de 65 KD (Kilo Dalton) de M. tuberculosis pa-
ra pruebas de hibridizacién. La capacidad diagnéstica permite identifi-
car alrededor de 1.000 a 5.000 micobacterias presentes en una mues-
tra clinica, Este examen presenta hibridizacion cruzada con M. avium,
aunque de baja magnitud; no presenta hibridizacion con otras espe-
cies bacterianas ni ADN de células humanas.
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INFECCIONES VIRALES

NUEVAS APROXIMACIONES DIAGNOSTICAS

Adenovirus. Los adenovirus son una causa significativa de infeccio-
nes febriles del tracto respiratorio en ninos menores de 6 anos. Los
serotipos 1, 2 y 5 (Grupo C) y 3 y 7 (Grupo B) son los agentes mas
frecuentes. El diagnodstico basado en el aislamiento viral puede tomar
varias semanas. Estos se identifican, ademas, mediante inmunofluo-
rescencia o pruebas tipo ELISA. Métodos que utilizan los fragmentos
Ad2 y Ad3 de ADN de adenovirus pueden completarse en 24 horas y
permiten detectar 5x10° moléculas de ADN de adenovirus.

Citomegalovirus. La infeccién por citomegalovirus (CMV) es comun
en la poblacion general, la que suele cursar de modo asintomatico o
con un sindrome mononucleésico. Cuadros graves se ven en recién
nacidos congénitamente infectados y en pacientes inmunocomprome-
tidos. Hasta un 20% de los trasplantados de médula 6sea pueden pa-
decer de una neumonitis a CMV. Esta infeccion es también causa de
morbilidad y mortalidad en pacientes con trasplante renal y portadores
del virus de inmunodeficiencia humana. El cultivo de tejido pulmonar
obtenido por biopsia quirirgica es el método mas sensible para el
diagnéstico de infeccion por CMV; sin embargo, puede tomar hasta 6
semanas. La identificacion histoldgica de inclusiones intranucleares o
intracitoplasmaticas permite un diagnéstico rapido, pero su sensibili-
dad es muy baja.

Spector et. al desarrollaron en 1984 una prueba de hibridizacion que
toma 48 horas, utilizando fragmentos de ADN de CMV cepa AD 169.
Con este procedimiento han obtenido una sensibilidad de 92% y una
especificidad de un 88%. Buffone ef al. han desarrollade una prueba
de hibridizacion que no usa material radiactivo; cuando se comparan
sus resultados con los obtenidos con cultivo viral, la sensibilidad al-
canza el 92% y tiene un valor predictivo positivo de un 98%.

El conocimiento derivado del funcionamiento de enzimas involucra-
das en |a sintesis del ADN, nos permite en la actualidad contar con una
aproximacion diferente para identificar secuencias de ADN de agentes
infecciosos. Este nuevo procedimiento se llama amplificacion génica o
reaccion de polimerasa en cadena (PCR). La base de este procedi-
miento es la capacidad que actualmente disponemos de amplificar —in
vitro— un segmento predeterminado de ADN, un numero tal de veces
(10% a 108) que es posible identificarlo mediante procedimientos muy
sencillos.

Este método permite la amplificacion de ADN de cualquier origen,
teniendo como requisito para su maxima eficiencia y especificidad el
conocer previamente la secuencia de bases nitrogenadas que forman
parte total o parcialmente de un gen especifico del agente que se de-
sea estudiar. El método es tan sensible que se pueden identificar ge-
nes especificos de células individuales.

El procedimiento de amplificacion genica o PCR ha sido satisfacto-
riamente utilizado para dar respuesta a la identificacion de un impor-
tante numero de agentes infecciosos de diferente naturaleza. Para el
diagnostico de infecciones pulmonares, hemos publicado protocolos
para cada uno de los agentes descritos mas arriba.

Los agentes infecciosos que resultan particularmente atractivos pa-
ra ser analizados con este método son las infecciones virales y las
infecciones por M. tuberculosis. Usando esta técnica, nosotros hemos
podido amplificar un segmento de 294 pares de bases de ADN de M.
tuberculosis, partiendo de una cantidad inicial de ADN de 10'? g, lo
que equivale a entre 10 y 100 micobacterias.

El uso de la amplificacion génica se esta difundiendo rapidamente
y su potencialidad en diagnostico puede ser incluso mayor que la hibri-
dizacion de acidos nucleicos por su sencillez metodologica. A modo
de ejemplo, hoy en dia es uno de los procedimientos de eleccion para
establecer si los hijos de madres infectadas con el virus de inmunode-
ficiencia humana son portadores del virus en sus linfocitos. *
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