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Resumen

El Instituto Nacional de Diagnoéstico y Referencia
Epidemiol 6gicos (INDRE), apoya parcialmente a los
programasde vigilancia epidemiol 6gica por medio de
laidentificaciéndela mayor fadel osagentesinfecciosos
prevalentes € pais. El éito del programa para €
control oerradicaci ondeuna enfer medadinfecciosa, en
particular,depende grandementeen la caracterizacion
oportunay precisadel agente ctiologico correspondiente.
Para e! diagndstico de laboratorio en d INDRE s
utilizan tanto metodologias convencionales, como €l
examen directo o microscopico de muestras, o €
crecimiento en medios de cultivo seguido de la
caracterizacion fisiolégica o inmunolégica del
aislamiento, asi como técnicas basadas en proce
dimientos bioquimicos, inmunoquimicos o de biologia
molecular. En muestras clinicas se pueden demostrar
antigenos por medio de ELISA con anticuerpos
policlonales omonoclonales. Esposibleextraer € acido
nucleico especifico e identificarlo o tipificado con
técnicas de electroforesis, hibridacion con sondas
gendmicas, reaccion en cadena de la polimerasa o
andlisis del polimorfismo de los fragmentos de
restriccion. Se utilizan moléculas recombinantes 0
antigenos muy purificados para la determinacion de
anticuerpos, principalmente por ELISA indirecto,ELISA
paracapturade IgM e inmunoclectrotransferencia. La
mayor eficiencia, especificidad y sensibilidad de estos
procedimientos de laboratorio ahora proveen de
resultadosmasr apidos,conla mismao mayorprecision
gue los convencionalesy a menor costo.
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Summary

TheNationalInstitute for EpidemiologicalDiagnosis
and Reference (INDRE)partially supports epidemio-
logical surveillance programs throughtheidentification
of most infectious agents prevalent in the country. The
success of a programfor the control or erradication of
a particular infectious disease mainly depends on the
opportune and accurate identification of the
correspondingetiol ogicagent. Forlaboratorydiagnosis
at INDRE, both conventional methodol ogy using direct
or microscopic examinations of specimens or growthin
culture media followed by physicological or immuno-
logical characterization of the isolate, as well as new
techniquesbased ir biochemical, immunochemical and
molecular biology proceduresare 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 chainreaction or fragment
restriction | engthpolymor phism.Recombinantmol ecules
or highlypurfied antigensare being obtainedand used
for thedetermination of antibodies, mainlywith indirect
ELISA, IgM capture-ELISA and Western Blot. The
better performance, specificity and sensitivy of these
laboratoryprocedures, providefasterresults, withequal
orgreater accuracythantraditional ones, at lowercost.

Key words: Epidemiological surveillance, mollecular
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Gran parte del éxito para lograr el control o la
erradicacion de las enfermedades infecciosas,
depende de la eficacia en la obtenci6n de un
diagnosticocorrectoy oportunode los casos clini-
cos, lo que a su vez es consecuenciade la capa-
cidad de los laboratorios de diagnéstico para la
identificacién, preliminar o definitiva, de los agen-
tescausalesinvolucrados. Despuésde que Pasteur
propusiera a mediados del siglo XIX la teoria
microbiana de las enfermedades transmisiblesy
gue ésta se confirma mediante el aislamiento de
diversosagentes etiol6gicos,comenzarona desa-
rrollarse métodos para el trabajo rutinario de iden-
tificacién de tales agentes. Inicialmente, estos
métodosse basaronen la demostracionmicrosco-
pica de agentes presentes en muestras clinicas,
en su crecimiento in vitro en un cultivo o in vivo en
un animal de experimentacién, seguidos por la
caracterizacion fisiolégica o inmunoldgica de los
organismos aislados. Debido a su importancia
préactica, muchos de esos procedimientosse con-
tinGan utilizando rutinariamente, sélo con las mo-
dificaciones mas o menos importantes a que ha
dado lugar el desarrollo tecnolégico.

En una evaluacién objetiva de los métodos
"convencionales" de diagnéstico, se encuentra
gue muchos tienen limitaciones importantes en
cuanto a su sensibilidad, su especificidad o en la
oportunidaddel resultadoque se obtiene, ademas
de que no cubren todo el espectro de agentes
causalesidentificadosa lafecha. Estos problemas
se han ido resolviendo satisfactoriamente como
consecuenciadel extraordinario desarrollo tecno-
I6gico del ultimo cuarto de siglo." En el terreno
combinadode labioguimicay la biologiamolecular
se tieneahorala posibilidadde contar con molécu-
las cuya homogeneidad y pureza es de calidad
uniforme, también se disponen de separaciones
electroforéticasque cada dia son mas eficientesy
de procedimientosde acoplamientoentre molécu-
las queresultanmuy sencillosde llevaracabo. Los
métodos inmunolégicos como los radioinmuno-
ensayos o los ensayos inmunoenzimaticosse han
beneficiado por la disponibilidad de anticuerpos
monoclonales y de proteinas obtenidas por la
tecnologia del DNA recombinante. Esta Ultima
ademés ha generado toda una gama de nuevas
técnicasparaladeteccionde secuenciasgenéticas
especificasde agentesinfecciososa través de su
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hibridacién con sondas conocidas, cuya demos-
tracion posterior se puede hacer directamente o
después de haberse amplificado con una DNA-
polimerasa. La consecuenciainmediata de estos
avances ha sidoquelos resultadosse logrenen un
tiempo minimo, que se incremente la sensibilidad
y la especificidaddel diagndsticoy, muy importan-
te, que se puedademostrarla presenciade agen-
tes cuyo cultivoin vitro es muy dificil o imposible.2

Aunque no cabe la menor duda de que los
métodos moleculareshan generado una verdade-
rarevoluciénen la salud publica, hay que conside-
rar que también se han acompafiado de nuevos
tipos de problemascomo son los resultados posi-
tivos falsos debidos a la contaminaciéncon acidos
nucleicos o de su propia "ultrasensibilidad" que
permite la identificacién de agentes no viables o
de cantidadesinsignificantesdelpatégenopresen-
tes en un individuo sano. No obstante, paulatina-
mente estos problemas se han ido resolviendo,
cadadiaes mésfrecuentesu uso en el diagnéstico
rutinarioy la Gnica limitacién que permanece para
su total difusion es el costo de los equipos y
reactivos que puede rebasar facilmente el presu-
puesto de muchos laboratorios.®

El Instituto Nacional de Diagnésticoy Referen-
cia Epidemiol6gicos (INDRE) de la Secretariade
Salud, es una entidad que participa activamente
en el diagndsticode problemas de importanciaen
salud publica que estan sujetos a programas de
vigilancia epidemioldgica. 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 continuacion.

Elmejor ejemplo de laevolucién en el INDRE de
un método de diagndéstico basado en la
determinaciénde moléculasloconstituyeel ELISA,
que es el que se utilizacon mayor frecuenciaen la
institucion. En sus origenes, la aplicaciénde este
métodose dirigi6 a la bisquedade anticuerposen
lipidos corporalesy actualmente se ha extendido
a la deteccion de antigenos en circulacion o en
excretas. También se ha pasado el uso de
antigenoscrudos (gérmenescompletos, extractos
solubles o proteinas semipurificadas)a la utiliza-
cién de proteinasrecombinantescomo fuentes de
antigeno. Para poner de manifiesto la reaccion
antigeno-anticuerpo o capturar antigenos o
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anticuerpos a partir de materiales clinicos, Unica-
mente se usaban anticuerpos policlonalesy re-
cientemente estan siendo sustituidos por
anticuerpos monoclonales en los casos en que se
demuestra su ventaja operacional. Cada dia se
emplean mas los sistemas biotinados y conjuga-
dos enziméticos acoplados a avidina o estrepta-
vidinaparaincrementarla sensibilidad de las prue-
bas.

En lo que toca a las aplicaciones precisas del
ELISA, se puedehacermenciéndevariosejemplos.
El ELISA indirecto es la variedad metodolégica de
mayor uso para el diagnéstico de enfermedades
infecciosas en sereshumanos, yaquelapresencia
de anticuerpos especificos en liquidos corporales
indicacontactoconel agente ysise lograestablecer
que esos anticuerpos son de la clase IgM, se
infiere que el procesoinfeccioso se hallaen curso.
En estos casos, es crucial contar con antigenos de
la mayor pureza y especificidad que eviten el
riesgo de reacciones positivas falsas, especial-
mente con agentes cuyas moléculas constitutivas
tienenun nimeroimportante de epitoposcomunes
con organismosde génerosy especies diferentes,
como sucede con los protozoarios parasitos. Por
este motivo, el Departamento de Parasitologia en
asociacion con el Departamento de Patologia
Experimentaldel Centrode Investigaciony Estudios
Avanzadosdel IPN, lograron obtener un antigeno
recombinante de Trypanosoma cruzi* con la
especificidad adecuada para usarse en ELISA, a
fin de identificar si un donador de sangre esta
infectado, lo cual representa unainvaluable apor-
tacion para controlar el mecanismo de transmision
de la enfermedad de Chagas que parece ser mas
importante.

Una variacion muy interesante del ELISA es la
que permite la concentracién de anticuerpos de
clase IgM mediante su captura especifica, como
se utiliza en el Departamento de Virologia
Diagnéstica para las pruebas confirmatorias de
sarampion y de dengue. Por su importancia, a
continuacion se describe el caso de sarampion, ya
gue la norma nacionalindica que para establecer
en forma definitiva que un caso de enfermedad
febril exantemaética corresponde a sarampion se
debenidentificaranticuerposespecificos deliséto-
po igM mediante esta modalidad del ELISA. Para
estose cuentaconplacas de ELISA sensibilizadas
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con anticuerpos monoclonales anti-igM humana
que capturanlaigM del suero problema, se afiade
una proteina recombinante del virus del saram-
pién y si ésta es retenida por la igM del paciente,
podrareaccionar con un segundo anticuerpo con-
tra dicha proteina que estd conjugado a pero-
xidasa.® Para ilustrar el impacto de esta adapta-
cién metodoldgica, basta mencionar que de cada
diez diagnosticos clinicos de sarampion, se iden-
tifican siete por un ELISA indirectoconvencionaly
de éstos s6lo uno de dos son confirmados por la
prueba de capturade IgM.

Como ejemplo de la importancia de la determi-
nacioén de antigenos por ELISA, se puede citar el
diagnéstico de la meningitis tuberculosa, el cual
necesita ser oportuno para poder instaurar la
quimioterapia adecuada y evitar lesiones
irreversibles o lamuerte del paciente. Aunque por
ELISA indirectose pueden demostrar anticuerpos
contra Mycobacterium tuberculosis en el liquido
cefalorraquideo, puede suceder que éstos alin no
aparezcanenlafaseagudaoque suconcentracion
seamuy baja: por ello se prefiere buscar el agente
causal y puesto que el cultivo esta contraindicado
por el tiempo que tarda en tornarse positivo, en el
Departamento de Inmunologiase ha desarrollado
un ELISA de captura de antigeno con este fin.® En
este caso la placa se recubre con anticuerpos
antimicobacterianos que capturan las moléculas
del bacilo presentes en el liquido cefalorraquideo
y éstas se ponen en evidencia con anticuerpos
biotinados especificos y un conjugado estrep-
tavidina peroxidasa. El tiempo de realizacion de
estapruebano rebasalas tres horasy conello se
puede ofrecer al clinico una herramienta oportuna
y de enorme utilidad para el manejo correcto de
sus casos clinicos.

Con el propésito de lograr un diagnéstico
diferencial de problemas infecciosos gastrointes-
tinales, tanto para casos individuales como para
encuestas epidemioldgicas, los Departamentos
de Biotecnologiay de BacteriologiaEntérica estan
desarrollando un ELISA mdltiple parala deteccion
de antigenos de bacterias y parasitos intestinales
siguiendo un método previamente estandarizado
paralaidentificaciénde coproantigenosde Taenia.”

Las tiras reactivas para el diagndstico ofrecen
grandes posibilidades, especialmente cuando es
necesario contar con un diagnéstico muy especi-
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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. Lamembranase cortaentiras, cada
una se hace reaccionar con un suero problemay
las reacciones se revelan mediante un ELISA.
Este procedimiento, conocido como inmuno-
electrotransferencia o western-blot, ha tenido una
aplicacion préactica extraordinaria para la
confirmacién de la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana. A este respecto, la
Unidad de Investigacién de Retrovirus Humanos
cuenta con latecnologiacompletapara cultivar el
virusy preparar tiras reactivasde diagnéstico, con
una excelente calidad, que son indistinguibles de
las ofrecidas comercialmente.® Por lo que toca a
otras aplicaciones, el Departamento de Biotecho-
logiacuentacon tiras reactivas para el diagnéstico
de cisticercosisy ha desarrollado otras para el de
trichinelosis, que al incrementar la especificidad y
sensibilidad del diagndstico seroldgico han resul-
tado de gran utilidad para la identificacion de
casos de estas dos zoonosis en estudios pobla-
cionales®1°

La identificacion directa del material genético
de un agente infeccioso se utiliza también como
método para su diagnéstico, como es en los
rotavirus. Estosagentessonta causa masfrecuente
de gastroenteritis aguda en infantes en todo el
mundo, especialmente en paises en vias de
desarrollo como México, por lo cual es prioritario
contar con métodos para su diagndéstico. 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 patrén de migracion diferencial y
especifico que permite caracterizar al virus. Esta
técnicaseconoce comorotaforesis’ yparallevarla
a cabo se requiere de un minimo de equipo de
laboratorio por lo que su uso es del todo preferible
al de la microscopia electronica, el cultivoo atn el
deensayosinmunoenzimaticos.'? En elLaboratorio
de Rotavirus del Departamento de Virologia se
llevaa cabo latécnica de rotaforesis, la cual se ha
transferido a una red de laboratorios ubicados en
hospitales del pais que fungen como centinelas
paradeterminar no sélo la frecuencia con la que el
virus es causante de gastroenteritis, sino también
paraanalizarsus patronesde distribuciénepidemio-

ne

l6gicaa través del seguimiento de sus variantes.'
La rotaforesis también ha servido para demostrar
que otros virus de RNA pueden causar casos
agudos de gastroenteritisinfantil, tal como son los
picobirnavirus, que contienen dos segmentos de
RNA de doble cadena, y que son responsablesde
aproximadamente 4% deloscasosdegastroenteritis
en sujetos de ese grupo de edad.™

Con respecto a métodos basados en la tecno-
logia del DNA recombinante se pueden citarvarios
ejemplos.ElLaboratoriode Bacteriologia Molecular
del Departamento de Biologia Molecular cuenta
con distintos métodos de hibridacion con sondas
marcadas con digoxigeniaparalaidentificacion de
genes codificantes de toxinas presentes en cepas
de Escherichia coli, Shigellay Vibrio cholerae. Por
razones de sensibilidad se emplean métodos de
hibridacién en fase sélida como el dot blot y el
colony blot con colonias aisladas en medios de
cultivo sélidos a partir de muestras clinicas y
ademas, en el caso de V. cholerae, de cepas am-
bientales. Los métodos para este propésito son
muy importantes ya que no todas las cepas de las
especies mencionadas son virulentas y sélo asi
puede asegurar con certeza que la cepa aislada
es la responsable del caso en estudio.™

El método mas relevante en esta misma cate-
goriaessinlugar adudaslareacciénen cadenade
la polimerasa(PCR), debido a que su potenciales
enormey 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 adaptacién metodolégica, la
sintesis de los oligonucleétidos y la aplicacion de
este método a diversos problemas diagndsticos.
La amplificacion de DNA se ha aplicado o se esta
desarrollando para Mycobacterium tuberculosis,
las toxinas de Vibrio choleraey de Escherichiacoli
y para Bordetella pertussis y Leptospira. En el
caso particularde la tuberculosis se utilizacomo
iniciador el elemento de insercion 156110, cuya
identificaciondespués de su amplificacion indica
la presencia de M. tuberculosis en muestras de
expectoracion, liquido cefalorraquideo, liquido
pleural o sangre. La técnica se basa en la extrac-
cion del DNA de las células presentes enla mues-
tra, su desnaturalizacién con calor, la adicion del
iniciador yla de unaDNA polimerasatermoestable
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dependiente de DNA, la Tag polimerasa; después
de 30 ciclos de amplificaciones, en un minigel de
agarosa se buscala presencia de una sola banda
de 123 paresde bases.'” Graciasaeste PCR se ha
podido acortar notablemente el tiempo en el que
se llega a un diagnéstico positivo, con el impacto
corres-pondiente en el tratamiento inmediato y
adecuado de los casos, para la instauracion de
medidasprofilacticasyparaestudiospoblacionales
de vigilancia epidemiolégica.'®

Uncaso especialde la PCR es cuandose aplica
para identificar el genoma de virus con RNA. En
este caso, antes de realizar el procedimiento ya
descritoparaDNA, setiene que hacerlaconversion
de RNA en DNA utilizando una DNA polimerasa
dependiente de RNA proveniente de retrovirus,
gue 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 Inmunologia Clinica, sin
embargo, la aplicacién de mayortrascendenciade
la RT-PCR en nuestro pais ha estado a cargo de
los laboratorios de Poliomielitis y de Virus
Ambientales y se trata de la diferenciacion entre
cepas silvestres y vacunas del virus de la
poliomielitis.’ Con iniciadores especificos para
regionesquecodificarparaelextremoaminoterminal
de la proteina VP1 del genoma de los poliovirus
vacunalesSabin delosserotipos 1,2y 3 yde unvirus
silvestre mexicano, se ha establecido sin ninguna
duda que los casos de pardlisis flaccida aguda que
han aparecido en los Ultimos afios no son causados
por elvirus silvestre, que en efecto, Méxicoes un pais
gue ha erradicado el virus de la poliomielitis.

Finalmente, el Departamento de Biologia
Moleculartambién cuentaconunaaplicaciéndela
técnica para determinar el polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccién (FRLP)
para clasificar -25 especies micobacterianas en
pocas horas. El procedimiento parte de un colonia
aislada de una micobacteriana, se extrae el DNA,
se cortacon laenzimade restriccion Pvull ensitios
especificos y luego de someterla a electroforesis
enungel deagarosasetransfiereaunamembrana.
Con la sonda 1S6110 marcada por PCR con
digoxigenina se reconoce el sitio donde esta la
secuencia correspondiente mediante una técnica
de quimioluminiscencia. El patrén resultante es
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muy fécil de observary analizar y permite determi-
nar la especie ala que correcponde el aislamiento.
Con este método se puede definir en poco tiempo,
con un alto grado de seguridad y bajo costo, siun
caso clinico compatible con tuberculosis que es
reacio al tratamiento especifico o que se presenta
en un sujeto inmunodeficiente se debe a M.
tuberculosis o0 a una micobacteriosis causada por
otra especie.'®

Aunque muchos de estos métodos por el mo-
mento soélo se llevan a cabo en el INDRE, se
deberan hacer esfuerzos para que a la brevedad
posible la tecnologia molecular se transfiera a
otros laboratorios. Puesto que el INDRE norma,
coordinay supervisaeldiagnésticoepidemiolégico
de los Laboratorios Estatales de Salud Publica,
nuestra responsabilidad primaria es transferir a
dicharedlos métodos mas adecuadosy eficientes
para que efecttien el mejor diagnéstico posible y
s6lo quedarian centralizados aquellos procedi-
mientos que por reglamentos internacionales sélo
sepuedanllevara 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 descentralizacion tiene como reto
abatirel costo de estatransferenciaylosproblemas
en cuanto a mantener la calidad dptima.
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