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Resumen 

El Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia 
Epidemiológicos (INDRE), apoya parcialmente a los 
programas de vigilancia epidemiológica por medio de 
la identificación de la mayoría de los agentes infecciosos 
prevalentes el país. El éxito del programa para el 
control o erradicación de una enfermedad infecciosa, en 
particular, depende grandemente en la caracterización 
oponunayprecisadelagente etiológicocomespondiente. 
Para el diagnóstico de laboratorio en el INDRE se 
utilizan tanto metodologtas convencionales, como el 
examen directo o microscópico de muestras, o el 
crecimiento en medios de cultivo seguido de la 
caracterización fisiológica o inmunológica del 
aislamiento, asi como técnicas basadas en proce- 
dimientos bioquímicos, inmunoquímicos o de biologia 
molecular. En muestras clínicas se pueden demostrar 
antigenos por medio de ELISA con anticuerpos 
policlonales o monoclonales. Es posible extraer el ácido 
nucleico especfico e identificarlo o tipificado con 
técnicas de electroforesis, hibridación con sondas 
genómicas, reacción en cadena de la polimerasa o 
análisis del polimorfismo de los fragmentos de 
restricción. Se utilizan moléculas recombinantes o 
antígenos muy purificados para la determinación de 
anticuerpos, principalmenteporELISA indirecto, ELISA 
para captura de IgM e inmunoelectrotransferencia. La 
mayor ejiciencia, especificidad y sensibilidad de estos 
procedimientos de laboratorio ahora proveen de 
resultados más rápidos, con la misma o mayorprecisión 
que los convencionales y a menor costo. 

Palabras clave: Vigilancia epidemiológica, diagnóstico 
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Summary 

The Nationallnstitute for Epidemiological Diagnosis 
and Referente (INDRE) partially supports epidemio- 
logical surveillanceprograms through the identfication 
of most infectious agents prevalent in the country. The 
success of a program for the control or erradication of 
a particular infectious disease mainly depends on the 
opportune and accurate identification of the 
corresponding etiologicagent. Forlaboratorydiagnosis 
at INDRE, both conventional methodology using direct 
or microscopic examinations of specimens or growth in 
culture media followed by physicological or immuno- 
logical characterization of the isolate, as well as new 
techniques based in biochemical, immunochemical and 
molecular biology procedures are carried out. Antigens 
can be detected in clinical samples by ELISAs with 
polyclonal or monoclonal antibodies. Specific nucleic 
acids can be extracted, identified and typed with 
techniques like electrophoresis, hybridization with 
genomicprobes, polymerase chain reaction orfragment 
restriction lengthpolymorphism. Recombinantmolecules 
or highlypurfied antigens are being obtained and used 
for the determination of antibodies, mainly with indirect 
ELISA, IgM capture-ELISA and Western Blot. The 
better performance, specifcity and sensitivy of these 
laboratoryprocedures, providefasterresults, withequal 
orgreater accuracy than traditional ones, at lowercost. 

Key words: Epidemiological sunieillance, mollecular 
diagnostic, ELISA, Western Blot. 
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Gran parte del éxito para lograr el control o la 
erradicación de las enfermedades infecciosas, 
depende de la eficacia en la obtención de un 
diagnóstico correcto y oportuno de los casos clíni- 
cos, lo que a su vez es consecuencia de la capa- 
cidad de los laboratorios de diagnóstico para la 
identificación, preliminar o definitiva, de los agen- 
tescausales involucrados. Después de que Pasteur 
propusiera a mediados del siglo XIX la teoría 
microbiana de las enfermedades transmisibles y 
que ésta se confirma mediante el aislamiento de 
diversos agentes etiológicos, comenzaron a desa- 
rrollarse métodos para el trabajo rutinario de iden- 
tificación de tales agentes. Inicialmente, estos 
métodos se basaron en la demostración microscó- 
pica de agentes presentes en muestras clínicas, 
en su crecimiento in vitro en un cultivo o in vivo en 
un animal de experimentación, seguidos por la 
caracterización fisiológica o inmunológica de los 
organismos aislados. Debido a su importancia 
práctica, muchos de esos procedimientos se con- 
tinúan utilizando rutinariamente, sólo con las mo- 
dificaciones más o menos importantes a que ha 
dado lugar el desarrollo tecnológico. 

En una evaluación objetiva de los métodos 
"convencionales" de diagnóstico, se encuentra 
que muchos tienen limitaciones importantes en 
cuanto a su sensibilidad, su especificidad o en la 
oportunidad del resultado que se obtiene, además 
de que no cubren todo el espectro de agentes 
causales identificados a la fecha. Estos problemas 
se han ido resolviendo satisfactoriamente como 
consecuencia del extraordinario desarrollo tecno- 
lógico del último cuarto de siglo.' En el terreno 
combinado de la bioquímica y la biología molecular 
se tiene ahora la posibilidad de contar con molécu- 
las cuya homogeneidad y pureza es de calidad 
uniforme, también se disponen de separaciones 
electroforéticas que cada día son más eficientes y 
de procedimientos de acoplamiento entre molécu- 
las que resultan muy sencillos de llevar acabo. Los 
métodos inmunológicos como los radioinmuno- 
ensayos o los ensayos inmunoenzimáticos se han 
beneficiado por la disponibilidad de anticuerpos 
monoclonales y de proteínas obtenidas por la 
tecnología del DNA recombinante. Esta última 
además ha generado toda una gama de nuevas 
técnicas para ladetección de secuencias genéticas 
específicas de agentes infecciosos a través de su 

hibridación con sondas conocidas, cuya demos- 
tración posterior se puede hacer directamente o 
después de haberse amplificado con una DNA- 
polimerasa. La consecuencia inmediata de estos 
avances ha sido que los resultados se logren en un 
tiempo mínimo, que se incremente la sensibilidad 
y la especificidad del diagnóstico y, muy importan- 
te, que se pueda demostrar la presencia de agen- 
tes cuyo cultivo in vitro es muy difícil o imp~sible.~ 

Aunque no cabe la menor duda de que los 
métodos moleculares han generado una verdade- 
ra revolución en la salud pública, hay que conside- 
rar que también se han acompañado de nuevos 
tipos de problemas como son los resultados posi- 
tivos falsos debidos a la contaminación con ácidos 
nucleicos o de su propia "ultrasensibilidad" que 
permite la identificación de agentes no viables o 
de cantidades insignificantes del patógeno presen- 
tes en un individuo sano. No obstante, paulatina- 
mente estos problemas se han ido resolviendo, 
cada día es más frecuente su uso en el diagnóstico 
rutinario y la única limitación que permanece para 
su total difusión es el costo de los equipos y 
reactivos que puede rebasar fácilmente el presu- 
puesto de muchos  laboratorio^.^ 

El Instituto Nacional de Diagnóstico y Referen- 
cia Epidemiológicos (INDRE) de la Secretaría de 
Salud, es una entidad que participa activamente 
en el diagnóstico de problemas de importancia en 
salud pública que están sujetos a programas de 
vigilancia epidemiológica. Ante la necesidad de 
ampliar y mejorar las capacidades diagnosticas 
del INDRE se han desarrollado, adaptado o incor- 
porado nuevas técnicas moleculares como se 
ejemplifica a continuación. 

El mejor ejemplo de laevolución en el INDRE de 
un método de diagnóstico basado en la 
determinación de moléculas loconstituyeel ELISA, 
que es el que se utiliza con mayor frecuencia en la 
institución. En sus orígenes, la aplicación de este 
método se dirigió a la búsqueda de anticuerpos en 
Iípidos corporales y actualmente se ha extendido 
a la detección de antígenos en circulación o en 
excretas. También se ha pasado el uso de 
antígenos crudos (gérmenes completos, extractos 
solubles o proteínas semipurificadas) a la utiliza- 
ción de proteínas recombinantes como fuentes de 
antígeno. Para poner de manifiesto la reacción 
antígeno-anticuerpo o capturar antígenos o 
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anticuerpos a partir de materiales clínicos, única- 
mente se usaban anticuerpos policlonales y re- 
cientemente están siendo sustituidos por 
anticuerpos monoclonales en los casos en que se 
demuestra su ventaja operacional. Cada día se 
emplean más los sistemas biotinados y conjuga- 
dos enzimáticos acoplados a avidina o estrepta- 
vidina para incrementar la sensibilidad de las prue- 
bas. 

En lo que toca a las aplicaciones precisas del 
ELISA,sepuede hacermención devariosejemplos. 
El ELlSA indirecto es la variedad metodológica de 
mayor uso para el diagnóstico de enfermedades 
infecciosas en seres humanos, ya que la presencia 
de anticuerpos específicos en líquidos corporales 
indicacontactocon el agente ysi se lograestablecer 
que esos anticuerpos son de la clase IgM, se 
infiere que el proceso infeccioso se halla en curso. 
En estos casos, es crucial contar con antígenos de 
la mayor pureza y especificidad que eviten el 
riesgo de reacciones positivas falsas, especial- 
mente con agentes cuyas moléculas constitutivas 
tienen un número importante de epítoposcomunes 
con organismos de géneros y especjes diferentes, 
como sucede con los protozoarios parásitos. Por 
este motivo, el Departamento de Parasitología en 
asociación con el Departamento de Patología 
Experimental del Centro de Investigación y Estudios 
Avanzados del IPN, lograron obtener un antígeno 
recombinante de Trypanosoma cruzi* con la 
especificidad adecuada para usarse en ELISA, a 
fin de identificar si un donador de sangre está 
infectado, lo cual representa una invaluable apor- 
tación para controlar el mecanismo de transmisión 
de la enfermedad de Chagas que parece ser más 
importante. 

Una variación muy interesante del ELlSA es la 
que permite la concentración de anticuerpos de 
clase IgM mediante su captura específica, como 
se utiliza en el Departamento de Virología 
Diagnóstica para las pruebas confirmatorias de 
sarampión y de dengue. Por su importancia, a 
continuación se describe el caso de sarampión, ya 
que la norma nacional indica que para establecer 
en forma definitiva que un caso de enfermedad 
febril exantemática corresponde a sarampión se 
deben identificaranticuerpos específicos del isóto- 
po IgM mediante esta modalidad del ELISA. Para 
esto se cuenta con placas de ELlSA sensibilizadas 

con anticuerpos monoclonales anti-lgM humana 
que capturan la IgM del suero problema, se añade 
una proteína recombinante del virus del saram- 
pión y si ésta es retenida por la IgM del paciente, 
podrá reaccionar con un segundo anticuerpo con- 
tra dicha proteína que está conjugado a pero- 
xidasa.= Para ilustrar el impacto de esta adapta- 
ción metodológica, basta mencionar que de cada 
diez diagnósticos clínicos de sarampión, se iden- 
tifican siete por un ELlSA indirecto convencional y 
de éstos sólo uno de dos son confirmados por la 
prueba de captura de IgM. 

Como ejemplo de la importancia de la determi- 
nación de antígenos por ELISA, se puede citar el 
diagnóstico de la meningitis tuberculosa, el cual 
necesita ser oportuno para poder instaurar la 
quimioterapia adecuada y evitar lesiones 
irreversibles o la muerte del paciente. Aunque por 
ELlSA indirecto se pueden demostrar anticuerpos 
contra Mycobacterium tuberculosis en el líquido 
cefalorraquídeo, puede suceder que éstos aún no 
aparezcan en lafaseagudaoque su concentración 
sea muy baja: por ellose prefiere buscar el agente 
causal y puesto que el cultivo está contraindicado 
por el tiempo que tarda en tornarse positivo, en el 
Departamento de lnmunología se ha desarrollado 
un ELlSA de captura de antígeno con este fin.= En 
este caso la placa se recubre con anticuerpos 
antimicobacterianos que capturan las moléculas 
del bacilo presentes en el líquido cefalorraquídeo 
y éstas se ponen en evidencia con anticuerpos 
biotinados específicos y un conjugado estrep- 
tavidina peroxidasa. El tiempo de realización de 
esta prueba no rebasa las tres horas y con ello se 
puede ofrecer al clínico una herramienta oportuna 
y de enorme utilidad para el manejo correcto de 
sus casos clínicos. 

Con el propósito de lograr un diagnóstico 
diferencial de problemas infecciosos gastrointes- 
tinales, tanto para casos individuales como para 
encuestas epidemiológicas, los Departamentos 
de Biotecnología y de Bacteriología Entérica están 
desarrollando un ELISA múltiple para la detección 
de antígenos de bacterias y parásitos intestinales 
siguiendo un método previamente estandarizado 
para la identificación de coproantígenos de Taenia.' 

Las tiras reactivas para el diagnóstico ofrecen 
grandes posibilidades, especialmente cuando es 
necesario contar con un diagnóstico muy especí- 
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fico. Estas tiras se obtienen constitutivas de un 
agente infeccioso en un gel de poliacrilamida y 
después para transferirlas a una membrana de 
nitrocelulosa. La membrana se corta en tiras, cada 
una se hace reaccionar con un suero problema y 
las reacciones se revelan mediante un ELISA. 
Este procedimiento, conocido como inmuno- 
electrotransferencia o western-blot, ha tenido una 
aplicación práctica extraordinaria para la 
confirmación de la infección por el virus de la 
inmunodeficiencia humana. A este respecto, la 
Unidad de Investigación de Retrovirus Humanos 
cuenta con la tecnologia completa para cultivar el 
virus y preparar tiras reactivas de diagnóstico, con 
una excelente calidad, que son indistinguibles de 
las ofrecidas c~mercialmente.~ Por lo que toca a 
otras aplicaciones, el Departamento de Biotecno- 
logía cuenta con tiras reactivas para el diagnóstico 
de cisticercosis y ha desarrollado otras para el de 
trichinelosis, que al incrementar la especificidad y 
sensibilidad del diagnóstico serológico han resul- 
tado de gran utilidad para la identificación de 
casos de estas dos zoonosis en estudios pobla- 
cionales9~'0 

La identificación directa del material genético 
de un agente infeccioso se utiliza también como 
método para su diagnóstico, como es en los 
rotavirus. Estosagentesson lacausa más frecuente 
de gastroenteritis aguda en infantes en todo el 
mundo, especialmente en países en vías de 
desarrollo como México, por lo cual es prioritario 
contar con métodos para su diagnóstico. Los 
rotavirus tienen un genoma formado por 11 seg- 
mentos de RNA de doble cadenaque al someterse 
a electroforesis en un gel de poliacrilamida, 
presentan un patrón de migración diferencial y 
específico que permite caracterizar al virus. Esta 
técnicase conoce como rotaforesis'l y para llevarla 
a cabo se requiere de un mínimo de equipo de 
laboratorio por lo que su uso es del todo preferible 
al de la microscopía electrónica, el cultivo o aún el 
de ensayos inmunoenzimáti~os.~~En el Laboratorio 
de Rotavirus del Departamento de Virología se 
lleva a cabo la técnica de rotaforesis, la cual se ha 
transferido a una red de laboratorios ubicados en 
hospitales del país que fungen como centinelas 
para determinar no sólo la frecuencia con la que el 
virus es causante de gastroenteritis, sino también 
para analizar sus patrones de distribución epidemio- 

lógica a través del seguimiento de sus variantes.I3 
La rotaforesis también ha sewido para demostrar 
que otros virus de RNA pueden causar casos 
agudos de gastroenteritis infantil, tal como son los 
picobirnavirus, que contienen dos segmentos de 
RNA de doble cadena, y que son responsables de 
aproxirnadamente40/.de loscasosdegastroenteritis 
en sujetos de ese grupo de edad.14 

Con respecto a métodos basados en la tecno- 
logía del DNA recombinante se pueden citarvarios 
ejemplos. El Laboratoriode BacteriologíaMolecular 
del Departamento de Biología Molecular cuenta 
con distintos métodos de hibridación con sondas 
marcadas con digoxigenia para la identificación de 
genes codificantes de toxinas presentes en cepas 
de Escherichia coli, Shigella y Vibrio cholerae. Por 
razones de sensibilidad se emplean métodos de 
hibridación en fase sólida como el dot blot y el 
colony blot con colonias aisladas en medios de 
cultivo sólidos a partir de muestras clínicas y 
además, en el caso de V. cholerae, de cepas am- 
bientales. Los métodos para este propósito son 
muy importantes ya que no todas las cepas de las 
especies mencionadas son virulentas y sólo así 
puede asegurar con certeza que la cepa aislada 
es la responsable del caso en estudio.15 

El método más relevante en esta misma cate- 
goría es sin lugar a dudas la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR), debido a que su potencial es 
enorme y en una sola serie de amplificaciones se 
puede lograr que unos cuantos genes se amplifi- 
quen varios millones de veces. El Departamento 
de Biologia Molecular tiene entre sus funciones 
apoyar el desarrollo o adaptación metodológica, la 
síntesis de los oligonucleótidos y la aplicación de 
este método a diversos problemas diagnósticos. 
La amplificación de DNA se ha aplicado o se está 
desarrollando para Mycobacteriurn tuberculosis, 
las toxinas de Vibrio cholerae y de Escherichia coli 
y para Bordetella pertussis y Leptospira. En el 
caso particular de la tuberculosis se utiliza como 
iniciador el elemento de inserción IS61 1016, cuya 
identificación después de su amplificación indica 
la presencia de M. tuberculosis en muestras de 
expectoración, Iíquido cefalorraquídeo, líquido 
pleural o sangre. La técnica se basa en la extrac- 
ción del DNA de las células presentes en la mues- 
tra, su desnaturalización con calor, la adición del 
iniciador y la de una DNA polimerasa termoestable 
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dependiente de DNA, la Taq polimerasa; después 
de 30 ciclos de amplificaciones, en un minigel de 
agarosa se busca la presencia de una sola banda 
de 123 pares de bases.l7 Gracias a este PCR se ha 
podido acortar notablemente el tiempo en el que 
se llega a un diagnóstico positivo, con el impacto 
corres-pondiente en el tratamiento inmediato y 
adecuado de los casos, para la instauración de 
medidasprofilácticasy paraestudios poblacionales 
de vigilancia epidemi~lógica.'~ 

Un caso especial de la PCR es cuando se aplica 
para identificar el genoma de virus con RNA. En 
este caso, antes de realizar el procedimiento ya 
descrito para DNA, se tieneque hacer laconversión 
de RNA en DNA utilizando una DNA polimerasa 
dependiente de RNA proveniente de retrovirus, 
que se llama transcriptasa reversa, por lo cual el 
método se le suele llamar RT-PCR. Esto ha sido 
aplicado para rotavirus en el Laboratorio de 
Rotavirus y para el virus de la hepatitis C en el 
Departamento de lnmunología Clínica, sin 
embargo, la aplicación de mayor trascendencia de 
la RT-PCR en nuestro país ha estado a cargo de 
los laboratorios de Poliomielitis y de Virus 
Ambientales y se trata de la diferenciación entre 
cepas silvestres y vacunas del virus de la 
p~liomielitis.'~ Con iniciadores específicos para 
regionesquecodifican parael extremoamino terminal 
de la proteína VPI del genoma de los poliovi~s 
vacunales Sabin de los serotipocl, 2 y 3 y de un virus 
silvestre mexicano, se ha establecido sin ninguna 
duda que los casos de parálisis fláccida aguda que 
han aparecido en los últimos años no son causados 
por elvirus silvestre, que en efecto, México es un país 
que ha erradicado el virus de la poliomielitis. 

Finalmente, el Departamento de Biología 
Molecular también cuenta con una aplicación de la 
técnica para determinar el polimorfismo en la 
longitud de los fragmentos de restricción (FRLP) 
para clasificar -25 especies micobacterianas en 
pocas horas. El procedimiento parte de un colonia 
aislada de una micobacteriana, se extrae el DNA, 
se corta con la enzima de restricción Pvull en sitios 
específicos y luego de someterla a electroforesis 
en ungel deagarosase transfiereaunamembrana. 
Con la sonda ISGIIO marcada por PCR con 
digoxigenina se reconoce el sitio donde está la 
secuencia correspondiente mediante una técnica 
de quimioluminiscencia. El patrón resultante es 

muy fácil de observar y analizar y permite determi- 
nar la especie a la que correcponde el aislamiento. 
Con este método se puede definir en poco tiempo, 
con un alto grado de seguridad y bajo costo, si un 
caso clínico compatible con tuberculosis que es 
reacio al tratamiento específico o que se presenta 
en un sujeto inmunodeficiente se debe a M. 
tuberculosis o a una micobacteriosis causada por 
otra e~pecie.'~ 

Aunque muchos de estos métodos por el mo- 
mento sólo se llevan a cabo en el INDRE, se 
deberán hacer esfuerzos para que a la brevedad 
posible la tecnología molecular se transfiera a 
otros laboratorios. Puesto que el INDRE norma, 
coordinay supervisael diagnósticoepidemiológico 
de los Laboratorios Estatales de Salud Pública, 
nuestra responsabilidad primaria es transferir a 
dicha red los métodos más adecuados y eficientes 
para que efectúen el mejor diagnóstico posible y 
sólo quedarían centralizados aquellos procedi- 
mientos que por reglamentos internacionales sólo 
se puedan llevara cabo en laboratorioscertificados, 
los que impliquen un riesgo de contagio muy alto 
y por eso requieran de laboratorios de alta 
seguridad, los que sean de poca demanda o 
aquéllos cuyo costo resulta muy elevado. Este 
programa de descentralización tiene como reto 
abatirel costo de esta transferencia y los problemas 
en cuanto a mantener la calidad Óptima. 
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