Patologia Molecular y Diagnostico
de Enfermedades Infecciosas

Manuel Figueroa, PhD.* y Suraiya Rasheed, Ph. D.!

RESUMEN

Los autores revisan y describe métodos moleculares
para la deteccion de agentes etiologicos o secuencias
genéticas involucradas en la patogénesis de varias
enfermedades. Hay sondas moleculares ya disponibles
para el diagndstico rapido de enfermedades causadas
por un gran numero de virus, bacterias, hongos,
espiroquetas, rickettsias y otros agentes infecciosos.
Dado que las sondas de acidos nucleicos pueden
distinguir muy pequefias diferencias indicativas de
mutaciones genéticas o alteraciones, se pueden
desarrollar sondas especificas aun para aquellas
enfermedades con agentes etioldgicos desconocidos.
Ademas usando estas técnicas se han identificado cepas
a medicamentos y cepas patdgenas asociadas a
epidemias en areas ampliamente separadas de un pais
o de una ciudad.

Asi pues la sensibilidad y la especificidad de los
métodos de deteccion molecular usando sondas
radioactivas y no radioactivas estan a tal punto que se
pueden aplicar a especimenes clinicos para el
diagnostico rapido e identificacion de agentes
etiologicos responsables de la patogenia de una
variedad de
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enfermedades. (Palabras Claves: Sondas Moleculares;
Diagnéstico Patoldgico; virus de Inmunodeficiencia
Humana, SIDA).

INTRODUCCION

El manejo médico 6 prevencion de una enfermedad
depende primordialmente de un diagndstico clinico
certero. Tradicionalmente la mayor parte de las
enfermedades infecciosas se han diagnosticado por
inmuno-ensayos o técnicas histoquimicas o de cultivo.
Aunque estos examenes son criticos para el diagndstico
de las infecciones, las respuestas inmunes individuales
varian, y en muchos casos la deteccion de un anticuerpo
o un antigeno dependen de la cantidad o "carga" del
agente infeccioso presente en un tejido especifico. Este
fendbmeno es particularmente relevante en las
infecciones con retrovirus humanos.

Los virus de inmunodeficiencia humana tipos I y II
(VIH-1 y VIH-2) y los virus de leucemia de células T
humanas tipos 1 y II (VLTH-I y VLTH-II) han sido
asociados etiologicamente al ST D A y a la leucemia
de células-T en adultos y la leucemia de células
vellosas, respectivamente (1-3). Sin embargo, el
mecanismo mediante el cual estos virus causan una
variedad de enfermedades incluyendo sintomas
neurologicos y cancer, no es bien comprendido.
Aunque la exposicion al VIH y VLTH-1 resulta en la
produccion de anticuerpos, estos no se detectan sino
hasta después de varios meses y en algunos casos,
hasta después de un afio (4,5).
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Ademés a menos que el individuo sea expuesto a
grandes dosis de virus, como es el caso de los que
reciben transfuciones sanguineas, los antigenos
virales no se detectan basta que el virus ha tenido
oportunidad de replicarse lo suficiente; para ese tiempo
el individuo ha comenzado a desarrollar los sintomas
iniciales. Debido a que los retrovirus se integran en el
DNA de los cromosomas del huésped estos virus
pueden causar infecciones persistentes latentes y
escapar la deteccion por los métodos convencionales
de antigeno-anticuerpo.

Los grandes avances tecnologicos en area de DNA
recombinante; clonage, secuenciacion y amplificacion
de genes; mareaje con métodos no-isotdpicos y otros
métodos de alta sensibilidad para la deteccion de genes
han facilitado el uso de sondas de DNA 6 RN A en todas
las 4reas del diagnoéstico e investigacion basica y clinica.
Asi, ahora son factibles pruebas exactas y rapidas para
la deteccion de una amplia variedad de agentes
infecciosos, anormalidades genticas (7), cancer (2,8-10),
determinacion de paternidad (11-12) y medicina forense

(13).

Debido a que las sondas moleculares son hechas de
moléculas altamente especificas, se vuelven
herramientas notables para el diagnostico, prondstico y
monitoreo de terapias medicamentosas para muchas
enfermedades. Ademas, mediante el uso de sondas
moleculares la fuente de una epidemia puede
identificarse de una manera mas exacta que por otros
métodos convencionales.

En este articulo damos un vistazo a los métodos que
nosotros y otros han desarrollado para la identificacion
y cuantificaciéon de varios agentes infecciosos,
incluyendo los retro virus humanos. las ventajas y
limitaciones de las técnicas moleculares en el
diagnostico viral 'y de otras enfermedades
infecciosas.

METODOS PARA LA DETECCION
MOLECULAR

Preparacion de las muestras clinicas

Aunque es conveniente el uso de las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) en la mayor
parte de los individuos, también se pueden usar con
éxito biopsias y tejidos de autopsia ya sea frescos,
congelados o fijados para los diferentes métodos de
deteccion molecular. Una de las ventajas en cuanto al

uso de CMSP para las enfermedades transmitidas por la
sangre es que se puede preparar suficiente cantidad de
RNA o DNA total de las células y ademas éstas pueden
adherirse a laminas o cubre objetos para la hibridizacion
in si tu.

En general, la mayor parte de las muestras clinicas
fijadas para examen histologico en varios fijadores
bioldgicos (fijador de Boin, fijador de Carnoy, formalina
10%, paraformaldehido, acetona, metanol, etc.) pueden
usarse para el analisis del DNA. Sin embargo, las
muestras fijadas en soluciones que contienen mercurio,
tales como Zenker 6 B-5, no son adecuadas para la
reaccion de polimerasa en cadena (RPC), hibridizacion
in situ y otras técnicas moleculares sofisticadas. Para la
hibridizacién in situ de células y tejidos congelados
nuestro laboratorio usa paraformaldehido al 2% con 0.1
M de lisina en solucién salina buferada con fosfatos
(SBF). Mientras los tejidos congelados 6 fijados se pueden
usar para la preparacion de DNA solo las muestras
frescas y congeladas rapidamente en nitrogeno liquido
a -85°C se recomiendan para el analisis de RNA. Asi
pues, el criterio importante para el uso de fijadores es el
de preservar la morfologia celular y la integridad del
DNA y RNA.

Extraccion del DNA y RNA

Hemos establecido un procedimiento sencillo para la
preparacion de DNA de plasmidos el cual produce alta
calidad de DNA purificado para la preparacion de
sondas ("probes") (7). Una ventaja de esta técnica es
que remueve muchos contaminantes del DNA que
pudieran interferir con la digestion por endonucleasas
de restriccion y otros procedimientos usados en la
preparacion de sondas. Brevemente, después de la lisis
alcalina (Na OH 0.2 N, SDS 1%) de la bacteria, el DNA
se precipita en multiples pasos en presencia de acetato
de amonio (2.5 M/ pH 7.6). El método es rapido, barato
y no usa fenol 6 cloroformo.

Nuestro laboratorio también ha adaptado un
procedimiento simplificado para la preparacion de DNA
de alto peso molecular de muestras clinicas usando
condiciones de alta salinidad para quitar las proteinas.
El procedimiento elimina la necesidad de usar fenol-
cloroformo. Brevemente, se lisan las células y tejidos en
presencia de Tris H C1 10 m M Na CI 400 m M, EDTA-
Na 2 m M, SDS 1% y 50mg/ml de proteinasa K a 37°C
La concentracion de proteinasa K se aumenta a 100 mg/
mi para los tejidos dificiles de digerir. Después de la lisis
celular, se afiade Na C1 6 M y los restos de membranas
se remueven por centrifugacion.
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Finalmente, el DNA se precipita mediante la adicion de
2 volumenes de etanol en presencia de acetato de amonio
0.2 M a-20°C Este método es particularmente 1til para
aislar DNA de un gran nimero de muestras y de
pequefios volumenes de sangre de infantes, biopsias,
aspiraciones con aguja pequefia de fluido amniotico 6
cerebro-espinal conteniendo muy pocas células(12,13).
Aunque este DNA es suficientemente limpio para la
digestion con enzimas de restriccion y otros
procedimientos usados en el diagnostico molecular de
muestras clinicas, puede requerir mayor purificacion
por medio de la extraccion con fenol-el oro formo para
pruebas sofisticadas.

Para el aislamiento del RNA de células y tejidos, se usa
un tratamiento con isotiocianato de guanidina
concentrado (SM). Este procedimiento es sencillo porque,
mientras la sal de guanidinio rapidamente remueve las
proteinas del RNA ademds desnaturaliza la
ribonucleasa, enzima que degrada el RNA con rapidez,
{15). Este RNA puede hibridizarse directamente en la
misma solucion usada para la preparacion de la muestra.
En la mayor parte de los casos no es necesaria la

separacion en columnas de Polyd-T. Sin embargo,
estas columnas estdn disponibles comercialmente y
pueden usarse si se desea RNA de alta pureza.

Seleccion de Sondas y Estrategias de Marcado

Sin importar el sistema de marcado y deteccion usado,
la sonda se prepara del DN A 6 RNA especifico para una
secuencia genética altamente conservada en el agente
infeccioso en particular, 6 que representa una mutacion,
sustitucion, 6 amplificacion de un gene celular normal
en una malformacion genética.

Ademas, cantidades ilimitadas de sondas pueden
producirsede fragmentos de DNA altamente especificos y
purificados mediante el clonage de DNA 6 c-DNA
(DNA complementario) hecho a partir de transcripciones
especificas de RNA en un plasmido, que es luego
multiplicado en un vector bacteriano (16-19). Por otro
lado, hay sondas de DNA comercialmente disponibles
para las principales areas del diagnostico clinico
(Cuadros 1y 2).

CUADRO No. 1,

SOMDAS MOLECULARES EN LAS INFECCIONES VIRALES:
EJEMPLOS SELECCIONADOS

PATOGENO SONDA

VIRUS DE INMUNC-
DEFICIENCIA

GAG-POL, Gen RF, Regitn IF;
DNA OLICONUCLEQTIDO CEN
RF, REGION IF.

LEUCEMIA DE CELULAST DNA, OLICONUCLEQTIDO

CITOMEGALOVIRUS [INA fragmento D

ROTAVIRUS DA, OLIGONUCLEQTIDOS

PAPILOMAVIRUS DNA DECADA UNODE 4
TIPOS, FRAGMENTOS BAM HI
CLONADCS

VIRUS EPSTEIN-BARR

YVIRUS DE HEPATITIS B DNA CLONADO

VIRUS HERPES SIMPPLEX
ADEMOVIRUS
ENTERCVIRUS

DMNA FRAGMENTOS BAM-HIND I
DNA FRAGMENTOS BAM-HIND I
DNA OLIGONUCLEOTIDO

FRAGMENTOS DE DA CLONADOS

MARCA HIBRIDIZACION REFEREMCIAS

NOISOTOPICA, DNA-RNA; DNA-DNA 36,1619
3P 355 IM SITU: RNA-RNA

PCR (DNA 6 RNA), 22, 73-85
32 DOT BLOT, SOUTHERN

BLOT PCR 2,3,75, 8688
320, 14C DOT BLOT, IN SITU 19.52
BIOTINA
AL 32D DOT BLOT, PCR 37.39
BIOTINA DOT BLOT, PCR 5558
ap
3P DOT BLOT, IN 5ITU, 35.53

PCR
BIOTIMA IN SITU, DNA-DNA 15,4748
QUEMILUMINIS
CENTE, 32P
BIOTIMA DNA-RNA, SLOT BLOT 49
2P DOT BLOT 69, 70
MNOISOTOPICO SLOT BLOT 54
2P SOUTHERN BLOT 50
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CUADRO No. 2

SONDAS MOLECULARES USADAS EN LA DETECCION DE INFECCIONES
MICROBIANAS Y PARASITICAS: CASCOS SELECCIONADOS

PATOGENO

SONDA MARCA HIBRIDIZACION REFERENCIA
Salmonelia DM A, oliponucledtido P-Ale DNA-DNA Dot-blot 76
Shigella DA, fragmento EcoR1 Biotina Dot-blot, PCR H
Actinobacillus DMNA p Southern blot L |
Bacteroldes DMA I2p 355 In situ 91
E. coli DNA, oligomucledtido 32p, P-Ale Dot blot, PCR 4044
5. aureus DIMA, oligonucedtido 32p. no-isohbpico PCR, DNA 77.78
Campylobacter DMNA P-Alc DINA-TENA 43
Clostridium c-DNA, rRNA, oligonudeotido p Dat-DNA 46
M ycoplasma DMA, fragmentos Hinbd 111 Ap [3at blot, PCR b
Heemophilus DNA 32p, Biotina Dot blot, DNA 7Z
Mycobacterium DMA, Mboe-1 32p Dot blot b2-H4
Legionella c-DINA, oligonucledtido 1351 DMNA-DINA 71
C hlamydia c-DNA, oligonucledtido Esler de acridinio DMA-DINA, PCR 62,92
Metsseria c-DNA, oligonucledtido Ester de acridinio DNA-DNA £
Pseudomonas DA Biotina DNA-DNA 74
Trypancsama DiNA 3lp DMA Lol
Masmodium Qligonucledtido 3lp [DMNA 38
Candida DMA I2p DMA-DMNA 73
Rickettsia DiNA lp PCE 67

Tanto las sondas radioactivas y no radioactivas de DNA
pueden prepararse usando d-CTP 6 d-ATP marcados y
afladiendo los cuatro nucleétidos (d-NTP) y la DNA
polimerasa I (0.5 a 1 unidad/ml). Aunque se pueden
preparar sondas de DNA por el método de "Nick
translation", el cual produce pequefiisimos cortes
mediante al tratamiento con DNA-sa al mismo tiempo
que marca el DNA (20) la eficiencia del mareaje es baja
y puede inhibirse por contaminantes presentes en el
DNA o por el tiempo y temperatura de la sintésis. Un
procedimiento mas eficiente es el uso de oligonucleo6tidos
que pueden servir como iniciadores al azar ("random
primers", 6 a 12 nucledtidos) de la sintesis de DNA
dirigida por la polimerasa sobre el patron de DNA de
cadena sencilla. Los iniciadores azarizados del DNA de
timo de ternero pueden comprarse de varias fuentes
comerciales (Pharmacia, Boehringer Manheim, British
Biotechnology Ltd., etc) 6 pueden prepararse en un
sintetizador automatico de DNA. Alternativamente la
digestion con DNAsa I del DNA de timo de ternero o de
esperma de salmén también producird pequeilas
fragmentos de DNA de cadena sencilla de acuerdo al
protocolo descrito por Feinberg y Vogelstein (21). Estas
sondas son de alta actividad especifica porque una gran
proporcion de los d-NTP radiomarcados se incorporan
al azar en el DNA. El RNA puede ser marcado in vitro,
sin embargo, se producen excelentes sondas de RNA
usando vectores plasmidos (pSP64- 6 p-SP65) con
promotores de transcripcion usando 35S radioactivo o

bien d-UTP marcado con biotina en presencia de los
otros tres ribonucleotidos (Fig.1) (15-22)

Con la invencion de sintetizadores de DNA es posible
ahora producir pequeias cadenas unicas de DNA
(oligonucledtidos) para casi cualquier secuencia
conocida. El uso de sondas de oligonucledtidos aumenta
la sensibilidad de deteccion porque las sondas
hibridizan en una secuencia especifica pequefia con
mayor eficiencia que los fragmentos grandes de DNA
clonados en plasmidos.

Se pueden preparar sondas moleculares de alta
actividad especifica marcando con un radioisétopo,
tal como 32P, 125-1 y 35S, fragmentos de DNA o6
RNA. Los oligonucledtidos también se pueden
marcar con isotopos radioactivos en la cola 5' de la
cadena. Sondas no radioactivas se pueden preparar
usando la dioxinucleotidil transferasa terminal (T d
T) (18,23,24).

Las sondas marcadas de DNA 6 RNA se purifican
removiendo los nucledtidos no incorporados por
filtracion en gel a través de columnas cromatograficas
de Sefadex G-50, comercialmente disponibles, 6 por
extraccion con fenol y cloroformo seguida de la
precipitacion por etanol (18). Sin embargo, las sondas
biotiniladas no son tratadas por fenol porque éste extrae
la biotina la cual es retenida en la interfase de agua fenol



REVISION BIBLIOGRAFICA 139

y asi se pierde la marca reduciendo las sefiales de
hibridizacion. —

También se han desarrollado métodos sensibles de
deteccion por una variedad de procedimientos
moleculares que usan sondas quemiluminiscentes y
equipos de luminometria, sin embargo, su uso en el
laboratorio clinico esta todavia lejano.

Hibridizacion Molecular y Sistemas de Deteccidn

Los métodos basicos de hibridiaciéon de RNA y DNA en
tejidos usando sondas especificas de DNA 6 RNA son
como sigue:

1) Hibridizacion de DNA 6 RNA de los tejidos con
sondas de DNA 6 RNA en solucion.

2) Hibridizacion de DNA 6 RNA en membranas de
nitrocelulosa o en membranas de nylon después
de la electroforcsis en gel y transferencia a una
membrana ("Southern blot" para DNA y "North
ern blot" para RNA) 6bien directamente mediante
la hibridizacion llamada "dot blot" o "slot blot"
(manchas en circulo o en linea).

3}  Hibridizacion directamente en las células y tejidos
por el método de hibridizacion in situ.

La hibridizacion de DNA en solucién 6 en filtro de ni-
trocelulosa se lleva a cabo en una mezcla que contiene
sulfato de dextrano 10%, 4x de solucion estandard de
citrato (0.15M (IXSSC=NaCl O .15M y citrato de sodio
0.015 M), 200 mg de DNA de esperma de salmon,
formamida desionizada 45%, fosfato disédico mN y la
sonda previamente desnaturalizada (18). Es importante
notar que no se deben usar condiciones alcalinas (NaOH)
para desnaturalizar sondas biotiniladas porque el
NaOH rompe la biotina del DNA.

La hibridizacion o sea la union de DNA 6 RNA comple-
mentaria se lleva a cabo a 42°C por 16 a 24 horas con
agitacion suave. Se hacen lavados de poshibridizacion
en varias diluciones sucesivas de SSC (X2 y X,0.2 X 0.1)
en sulfato de dodecilo (SDS) al 0.1% por 10-15 minutos
cada lavado.

En general, las condiciones de hibridizacion que se
usan para el DNA 6 RNA en los tejidos con varios
tipos de sonda son similares. Sin embargo se
hacen modificaciones para aumentar la especificidad
y sensibilidad de estas pruebas y depende de las
sondas y

marcas usadas asi como de las condiciones de la
muestra. El tiempo, la temperatura, la concentracion
de sales y formamida se modifican de acuerdo con la
composicion de bases de la sonda usada y la
complejidad de la secuencia detectada (18).
Ademas se hace una prehibridizacion de las
cé¢lulas 6 membranas que contienen las &cidos
nucleicos en la misma forma que la hibridizacion, nada
mas que por un periodo corto, usualmente 1-3 horas.

Si se usa una sonda radioactiva, se detectan las mo-
léculas hibridizadas por medio de una pelicula o
emulsion fotografica sensible a los rayos X
(autoradiografia).En el caso de las sondas no
radioactivas hay sistemas de deteccion colorimétricas
o fluoromé-tricas (26,27). De éstas, la fosfatasa alcalina
(24), biotina (28) y la digoxigenina (26) se ha visto que
son eficientes para el marcado vitro. La exitacion
fotoquimica de los esteres de acridinio por la luz a
una determinada longitud de onda seguida por
emision de luz a otra longitud también es 1til, porque
la luz emitida por la reaccion quemiluminiscente es
capturada por un fo tomultiplicador y convertida en
una sefial digital (25).

Deteccion de Secuencias Genéticas por la Técnica
Amplificacion de Genes

Cuando no se tienen cantidades adecuadas de DNA ¢
RNA para hacer la prueba 6 cuando el numero de copias
de la secuencia genética es poca, se puede usar una
nueva técnica llamada reaccion depolimerasa en cadena
(RPC) la cual amplifica secuencias genéticas altamente
conservadas (DNA 6 RNA) de un virus, otros
microorganismos, o del DNA 6 RNA de la célula
huésped. Asi las secuencias de acidos nucleicos que no
se detectan por los métodos de hibridizacion "Southern
blot" y "Dot blot" o aquellas presentes en
extremadamente pequenas cantidades de DNA obtenida
de manchas de sangre 6 semen, frotis de sangre en
laminas, 6 de tejidos parcialmente degradados (por
ejemplo de autopsias o situaciones en medicina forense)
pueden amplificarse por técnicas de RPC y luego
detectarse mediante sondas especificas en la
hibridizacién molecular.

Reaccion de Polimerasa en Cadena

La amplificacion del DNA por RPC 6 bien del cDNA
para amplificacion de secuencias de RNA, se lleva a
cabo mediante la union de iniciadores o "primers"
especificos tanto de la cadena positiva como de la
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negativa del DNA previamente desdoblado. Una
primera copia de DNA se hace por extension del
"primer" a derecha e izquierda respectivamente con
una enzima especifica, la DNA polimerasa. La mezcla-
reaccion contiene 2 unidades de DNA polimerasa
termoestable (taq) en presencia de los cuatro nucletidos
(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), trisHCL, 100 mM, pHS;

KC1,50 mM; MgCl, 1.5 mM y gelatina al 0.01%.

La amplif icacion se lleva a cabo en 30-50 ciclos de union-
extension-desdoblamiento usando un calentador ciclico
automatico de la casa Cetus -Perkin Elmer (2,29,30). El
producto de DNA amplificado se identifica por su
tendencia a unirse a las sondas de oligonucleodtidos
radioactivos y se detecta por electroforesis en gel y
autoradiografia. El producto de RPC también se puede
identificar por hibridizacién tipo "dot blot" usando
sondas radioactivas 6 las no- isotopicas.

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
MUESTRAS CLINCAS POR RPC

La técnica RPC es tan poderosa que ha sido usado en
casi todos las areas de la biologia moleular tanto en la
investigacion como en el laboratorio-clinico. E1 método
RPC para amplificacion del DNA se ha usado con éxito
en la identificacion de varios virus, bacterias y otros
microorganismos; para el tamizado de sangre y sus
productos y para la deteccion de genes asociados a
enfermedades genéticas, transformaciones neoplasticas
y disfunsiones inmunes. Algunos ejemplos especificos
de la utilidad de esta prueba en un laboratorio de
enfermedades infecciosas se discuten en la seccion
siguiente.

APLICACIONES DE LAS TECNICAS
MOLECULARES

Patologia Diagnostica e Investigacion

Desde la primera desmostracion de la transferencia
permanente del DNA a filtros de nitrocelulosa, las
pruebas moleculares de acidos nucleicos se han vuelto
una parte integral de la mayor parte de las proyectos de
investigacion basica y clinica (1). Los progresos en el
DNA recombinante, clonaje, secuenciacion y otras
técnicas moleculares han permitido a los cientificos
identificar genes y producto proteicos y comprender
rutas moleculares en la progresion de la enfermedad,

incluyendo el cancer y las enfermedades genéticas para
las cuales no se han definido agentes etiologicos (32-36.)

Un diagnostico precoz durante el desarrollo fetal es de
importancia primordial (33) y varias defectos
hereditarios se pueden detectar en células fetales
obtenidas del liquido amnidtico. Ademas en virtud de
su inherente confiabilidad y rapidez de deteccion las
sondas de DNA pueden volverse herramientas
importantes en el diagnostico fetal de enfermedades
genéticas para las cuales los genes especificos no han
sido aislados. Las técnicas moleculares también han
ayudado a la identificacion de marcadores de
translocaciones cromosomales para el diagndstico de
linfomas humanos y otros tumores (8,36).

Asi en gran nuimero de enfermedades genéticas,
desoérdenes metabolicos y tipos de cancer que antes se
diagnosticaban en base a defectos cromosomicos,
historia familiar, y productos anormales de metabolismo,
ahora se diagnostican usando sondas moleculares
especificas.

ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Se han desarrollado pruebas diagndsticas en los
laboratorios de enfermedades infecciosas usando
antigenos, anticuerpos, y técnicas de cultivo.
Actualmente, la mayor parte de las enfermedades
infecciosas se diagnostican usando sondas moleculares
(DNA, RNA, 6 proteinas recombinantes); esto incluye
las diarreas asociadas a infecciones por rotavirus (37-
39) Escherich iacoli entero toxigénica (40-44), Campylobacter
(45) Shigella (44) Cfastridium 46, y Giardia (43). La
comparacion de varios inmunoensayos con sondas de
DNA para la deteccion de rotavirus en muestras clinicas
indic6 que los resultados con sondas de DNA son
superiores a los resultados con otras pruebas (37-39). El
examen de las muestras clinicas por RPC también se
encontro ser util para la identificacion de E. coli
enterotoxigénicas y ademas para distinguir estas de las
cepasenteroinvasivas de £. coli, Salmonella typhytnurium,
S. typhi y Shigella dysenteria (40-44). En adicion varias
sondas estan ahora disponibles para la identificacion de
scrotipos de varios patogenos. En forma similar, las
cepas de £. coli que producen toxinas termolabiles y
termoestables se pueden diferenciar en suspensiones
de heces fecales usando sondas de DNA (42) (Cuadro
2).
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Sondas especificas para el virus de hepatitis B (VHB) y
hepatitis A han pcrmitidoa los investigadores identificar
ademas el virus de hepatitis C (25,47,48).

También hay sondas moleculares disponibles para el
virus herpes simplex (VHS) (49), citomegalovirus (CMV)
(50-52), virus Epstein Barr (VEB) (35, 53), Enterovirus
(54), y el virus de papiloma humano (VPH) (55-58)
(Cuadro 1).

La deteccion del DNA del VEB por RPC en la sangre,
glandulas salivares, y otras biopsias de pacientes con
enfennedad autoinmune ha mostrado ser de utilidad en
el diagnostico clinico (34,35, 53). Dado que ocurre una
reactivacion del VEB en pacientes con enfermedades
linfoproliferativas, incluyendo el S I D A, la deteccion
rapida del virus por RPC permite un mejor monitoreo
de las intervenciones terapéuticas y un diagndstico
temprano de las enfermedades asociadas al VEB, tales
como el linfoma (53).

La presencia de Parvovirus en DNA porcino fue
detectada con una eficiencia 1U0 veces mayor usando
sondas radiomarcadas de DNA y la hibridizacion
"Southern blot" que usando el método estandard de
hemaglutinacion conocido en los laboratorios clinicos
(59).

Usando pruebas de hibridizacion y sondas de DNA
biotiniladas se logro una especificidad y sensibilidad de
100% en las aislamientos dinicos de Neisscria gonorhoeae
(60).

CUADRO Na. 3 COMPARACION DE LA SONDAS MOLECULAS

CON LOS METODOS CONVENCIONALES
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Recientemente Pollard y colaboradores (61) han
identificado muestras clinicas infectadas con Chlamydia
trachomatis y C. psittaci por R.P.C.

También se han identificado por R.P.C. sin ambigiiedad,
biopsias conteniendo pequefio nimero (cerca de 100)
bacilos de Mycobacterium leprae y M tuberculosis (62-64).

La deteccion tediosa del Mycopiasma pneumoniae fue
simplificado por la técnica R.P.C; mediante dicha
técnica se pudo detectar el M. pneumoniae en un dia
(64,66).- En forma similar, la Rickcttsia rickettsii y la R.
conorii, agentes etiologicos de la fiebre manchada
de las montafias Rocosas y de la fiebre botonosa
respectivamente, fueron identificadas en coagulos de
sangre de los pacientes mediante la RPC.(67).

Otra aplicacion importante de la técnica RPC. es el
monitoreo del agua potable para evitarla
contaminacion bacteriana.- Usando sondas especificas,
cantidades tan pequeflas como 1-5 bacterias coliformes
por 100 mi de agua se detectaron por RPC (44).-
Ademas tanto bacterias coliformes como no
coliformes (Salmonella) eran distinguibles por la
técnica RPC. Asi pues, la deteccion simultanea de
varios genes es posible en un espécimen clinico (42)

Microorganismos de crecimientos lento

Algunos microorganismos mas fastidiosos o virus de
crecimiento lento se han asociado a varias enfermedades
del tracto respiratorio.- Usando hisopado de garganta
de pacientes con monucleosis infecciosa (MI) ¢ de
recipientes de transplantes renales se ha demostrado el
DNA del VEB por la técnica de hibridizacion DN A-
DNAen "dot blot" (53). Ademas las infecciones causadas
por el virus de Hepatitis B (47), adenovirus (69-70),
Legionella (71 ),Haemophilus'influenzae (72) Candida (73) y
Pseudomonas (74) también se han identificado usando
sondas moleculares aplicadas a muestras clinicas
(cuadros 1y 2)

El citomegalovirus (CMV), el pneumocistis carinii y la
Candida son causas de las enfermedades oportunistas
mas frecuentes asociadas al SIDA, y a otras
enfermedades inmunosupresoras,- Debido a que el
CMV es un virus de lento desarrollo, el efecto citopatico
no se detecta sino hasta varias semanas después de
la infeccion.- Las técnicas moleculares tienen una
capacidad aumentada de deteccion y usando sondas de
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oligonucleotidos la infeccion con el CMV puede
detectarse en cultivos 48 horas después de la infeccion,
o bien directamente en las CMSP por la hibridizacion in
situ. Algunas de las cepas de retrovirus humanos,
incluyendo VIH y VLHT-1 también son virus de
crecimiento lento asociados a enfermedades
neurolégicas y malignidades en individuos
inmunosuprimidos.- Las sondas moleculares han sido
extremadamente utiles para la deteccion de infecciones
persistentes o latentes causadas por estos agentes y una
deteccion temprana de algunas cepas de crecimiento
lento es posible partiendo de las muestras clinicas y
usando la técnica RPC (2,6,75)

Infecciones Transmitidas por Alimentos

La microbiologia de los alimentos presenta problemas
particulares porque es importante detectar las pocos
organismos patégenos presentes en una mezcla de
billones de otros microbios que se encuentran en la
compleja materia alimenticia.- Los alcances en las
técnicas molculares han revolucionado la microbiologia
de los alimentos y ahora es posible detectar
extremadamente pequefias cantidades de Salmonella
(76) Staphylococcus aureus (77,78) histeria y Vibrio (36)
presentes en el alimento; usando técnicas de
amplificacion de genes, RPC, la sensibilidad dedeteccion
puede aumentarse 1000 veces comparada con otras
técnicas tradicionales.

Enfermedades de Transmision Sexual (ETS)

Esta bien establecido que las técnicas convencionales
fallan en muchos casos de enfermedades que pudieran
ser identificadas mediante el uso de sondas contra el
abundante RNA ribosomal de las bacterias patdogenas o
contra las pequefias cantidades de acidos nucleicos
virales.- Hay ahora sondas moleculares disponibles
para Neiseria gonorrhoeae, Chlamidia y virus asociados a
enfermedades venéreas (57,60,61)

El VPH vy el virus de herpes simple tipo II se han
asociado fuertemente con el cancer cervical.- Secuen-
cias especificas de estas cepas de virus se han
encontrado asociadas a enfermedades de trasmision
sexual (54-57).

También se ha demostrado que el VIH se trasmite
sexualmente (15).- Nuestros datos, y los de otros
investigadores han indicado que, aunque un gran
numero de células de sangre periférica de los pacientes

de SIDA estan infectadas con VIH, solo una pequefia
poblacion de células permite que el virus se replique in
vitro (22).- Esto es particularmente importante en
pacientes expuestos a un bajo titulo de virus o a una
cepadeVIHquetieneunrango restringido dehuéspedes
ouna lenta tasa decrecimiento.- Estos indi viduospueden
tomar mucho tiempo (varios meses a un afio) para pro-
ducir anticuerpos y pueden no mostrar virus capaz de
ser cultivado.- Asi, las técnicas de RPC han probado ser
indispensables para la identificacion de pequefas
cantidadesde virus, aun en las células con una infeccion
latente, y para cuantificacion de la carga de virus en
individuos infectados (18,22).

El analisis del DNA para el diagnoéstico y cuantificacion
de la infeccion con el VIH en nifios de madres seropo-
sitivas es especialmente importante para asegurar una
intervencion terapéutica temprana.- Debido a que el
VIH tiene una alta tasa de mutacion y que los pacientes
infectados con VIH usualmente mantienen varias cepas
del virus, es importante usar un panel de "primers"
para el andlisis por RPC y la detecciéon temprana de
infecciones o el tamizado de nifios nacidos de madres
infectadas con el VIH (6,79_85).

Lo anteror es particularmente importante porque el
RPC detecta DNA proviral directamente en las células
infectadas y es independiente de las respuestas
inmunes de huésped.

Mediante estas técnicas hemos podido identificar
infecciones productivas como no-productivas en
materiales conteniendo una célula infectada con mul-
tiples copias del genoma viral, entre un milléon decélulas
no infectadas (S,Rasheed, datos no publicados).

El virus de la leucemia de células T-Humanas (VLTH)
tipo I o tipo II, también se ha reportado ser transmitido
sexualmente en ciertas poblaciones (2). Aunque el
crecimiento de un virus en cultivo es una prueba
definitiva para establecer una infeccion viral, es tan baja
la eficiencia de aislamiento in vitro del VLTH-I 6 del
VLTH-II a partir de los individuos seropositivos,
comparada con otros virus, que esta prueba no es muy
util para el diagnoéstico clinico. Ademas, dado que el
VLTH infecta tan probremente, la mayor parte de los
estudios han dependido délas pruebas seroldgicas para
anticuerpos y de la deteccion molecular del virus latente
o decrecimiento lento usando la técnica de amplificacion
RPC (2,74).- Iniciadores (Primers) espeeficos pueden
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ayudar a identificar las células infectadas por diferentes
virus y pueden distinguir cepas de VLTH-1y VLTH-II
(86-88).- En adicion, la sensibilidad de deteccion puede
aumentarse 100 veces usando iniciadores multiples.

Vigilancia Epidemiologica de Enfermedades.

La identificacion y tipeo de organismos patdogenos
involucrados en una epidemia es de gran ayuda para los
epidemiologos de salud publica. Recientemente, la
pesquiza epidemioldgica de varios agentes patdgenos
se ha hecho posible mediante el uso de sondas de
DNA.-Por ejemplo, el plasmodio de la malaria,
Trypanosoma y Candida en cantidades tan pequefias
como 100 organismos por 1 ul de sangre fueron
detectados en algunos estudios (73,89,90).- Este
aspecto de la investigacion es importante para
encuestas epidemioldgicas porque es posible que no
se detecten por técnicas convencionales bajas
densidades de  patéogenos en  poblaciones
parcialmente inmunes en algunas areas endémicas.

La influencia de la tecnologia molecular en encuestas de
prevalencia de virus ha sido ilustrada usando técnicas
de sondas DN A. Se mostr6 que el DNA del VPH estaba
presente en 100% de muestras de tejido cervical
canceroso y en el 80% de las muestras de mujeres con
cervix normal indicado por la coloracion de Papanicolau
(56).- Este estudio indico que la infeccion con el VPH en
las mujeres que asistian a dichos centros era similar a
las infecciones con el VEB o el VHB. Todas estas
infecciones eran generalmente altas en esta poblacion y
en pacientes con tumores cervicales (56,57).- Estos datos
sugieren que otros cofactores estan involucrados.

Cuando los factores de riesgo para el desarrollo del
cancer cervical se estudiaron tomando en cuenta los
diferentes subtipos de VPH se encontr6 que los tipos 6
y 11 de VPH estaban asociados con el 90% de los
condilomas anogeni tales, que raramente progresaban
hacia la malignidad, pero los pacientes infectados con
los tipos 16,18,31 0 35 tenian un al to riesgo de desarrollo
cancer cervical(58).- Debido a que el VPH no crece en
cultivo la deteccion de su DNA en células cervicales
exfoliadas o en biopsias de tejido cervical es critica para
el diagndstico y para estudios epidemiologicos de "esta
infeccion.

Recientemente, mediante analisis molecular y genético
de cepas multiresistentcs de Staphyiocoocus aureus de
hospitales de toda Australia se identifico una cepa
bacteriana predominante en la epidemia (78).

VENTAJAS DE LAS TECNICAS MOLECULARES

Reconociendo que las técnicas convencionales para la
deteccion de anticuerpos y antigenos son utiles, sin
embargo las técnicas moleculares han provisto ensayos
altamente sensibles para genes de importancia para la
investigacion y para el diagndstico clinico. Algunas de
las ventajas de las tecnicas de sondas de acidos
nucleicos se discuten a continuacion.

1. Launion entre acidos nucleicos es mas fuerte que
la avidez del anticuerpo por el antigeno. Por lo
tanto la hibridizacién molecular es mas sensible
que algunos de los inmunoensayos o técnicas
histoquimicas para la deteccion de antigeno o
anticuerpo.

2. Las técnicas moleculares proveen sondas muy
sensibles para técnicas el diagndstico de un amplio
rango de desordenes hematologicos oncologicos
y genéticos. Por medio de varias endonucleasas
de restriccion que rompen el DNA en sitios
especificos se han wusado fragmentos de
restriccion de polimorfismos largos para el
diagnostico de  enfermedades  genéticas,
incluyendo la anemia de
células falsiformes, y para el tipeo de cepas de
bacterias patogenas, hongos y virus. En
adicion, estos métodos se han aplicado a la
patologia forense, pruebas de parentezco,
pesquiza epidemioldgica de patogenos y
produccion de
productos mejorados para la agricultura y la
industria farmacéutica.

3. Los agentes infecciosos involucrados en la
patogénesis de una enfermedad pueden ser
cuantificados aun cuando estén presentes en
cantidades de subpicogramos o como infecciones
latentes.

4.  En una infeccion microbiana, las sondas de DNA
0 RNA pueden detectar la presencia de secuencias
genéticas en lugar de los productos de genes. Asi,
las primeras etapas de la enfermedad se pueden
diagnosticar en pacientes en los cuales las pruebas
serologicas o histopatologicas fallan en descubrir
la causa.

5. La prueba de hibridizacion in situ es
suficientemente sensible para detectar bajos
niveles de DNA o tanscripciones de RNA
directamente en la células o tejido afectado.



144

REVISTA MEDICA HONDURENA - VOL. 59-1991

Esta técnica es particularmente util para la
localizacion de areas afectadas en un 6rgano y
para la identificacion de fenotipos de células
infectadas. Esto no es posible cuando se extrae el
DNA o RNA total.

6.  Usando sondas de oligonucleétido, tanto el RNA
"con sentido" ies decir, la secuencia de RNA
idéntica a la presente en la molécula de RNA
nativa) y el RNA "contra sentido" ( es decir,
complementaria a la molécula RNA nativa pueden
ser usadas para hibridizar con el DNA. Por lo
tanto, la sensibilidad de la hibridizadon in situ se
puede aumentar de 100 a 1000 veces y aun genes
con solo una copia se pueden identificar a nivel
de DNA o RNA.

7. Las sondas de oligonucleotidos marcadas con
moléculas no isotopicas pueden usarse con éxito
para la deteccion rapida de varios genes virales,
microbianos y celulares con una seguridad de 90
a 100 % (Cuadros 1y 2).

8. Las laminas con células o tejidos y membranas
conteniendo DNA o RNA, se pueden guardar
después de la hibridizacién y coloracion, usando
sondas isotOpicas y no-isotopicas, sin perdida de
sefial o morfologia celular para referencia futura.

9.  El marcado no-isotdpico no requiere licencia,
manejo especial o procedimientos de desecho para
uso en el laboratorio clinico o de investigacion.

10. Las marcas no-isotOpicas tiene una larga vida,
algunas pueden guardarse hasta por mas de dos
anos.

LIMITACIONES DE LOS
SISTEMAS MOLECULARES DE
DETECCION

Los datos disponibles al momento sugieren que los
ensayos de hibridizacién molecular usando sondas
radiomarcadas y aquellosque requieren largos periodos
de autoradiografia pueden tener, limitaciones en el
ambiente clinico. Ademas, la interpretacion de los
resultados requiere personal especialmente entrenado,
debido a que la mayoria de los laboratorios clinicos
generalmente no se involucran en el diagnéstico mo-
lecular. En adicion, los resultados falsos-positivos que
se ven en las técnicas RPC se pueden evitar usando
precauciones apropiadas (82).

Los criterios para los sistemas de deteccion no-isotopica
dependen de la aplicacion del ensayo. Por ejemplo, una
cuantificacion de bajos niveles de agentes infecciosos
puede estar mas alia de los limites de deteccion de
algunas sondas moleculares no-isotdpicas actualmente
disponibles. Sin embargo, estos problemas pueden
resolverse amplificando y enriqueciendo las secuen-
cias genéticas con la técnica de RPC y el uso de sondas
de oligonucledtidos especificas para la secuencia que se
quiere detectar. Es de esperar que ideas innovativas e
investigacion basica en la quimica del marcado del
DNA, RNA y las proteinas resultara en una mayor
exactitud en los sistemas de deteccion.

DISCUSION

El diagndstico molecular de una enfermedad depende
primordialmente de la disponibilidad de sondas
especificas. Debido a que se han identificado las
secuencias de acidos nucleicos de la mayor parte de los
microorganismos infecciosos, virus y mutaciones
especificas en varias enfermedades genéticas y
hereditarias, las sondas de DNA y RNA proveen
sistemas especificos y sensibles de deteccion
comparables o mejores a las técnicas convencionales
de serologia, cultivo, e histoquimica. Debe realizarse,
sin embargo, que los métodos moleculares no son un
sustituto para las técnicas seroldgicas que definen la
respuesta inmune de un individuo a determinados
antigenos. El aumento y la caida de los titulos de
anticuerpos, particularmente de aquellos involucrados
en la neutralizacion de un patdégeno son
importantes como medida de la enfermedad y para
determinar la carga infectiva de un patdégeno en un
paciente. En adicion, la evaluacion seroldgica de
ciertos agentes virales infecciosos (serotipos) es
importante para la vigilancia epidemiologica de
cepas determinadas en una poblacion.

Debido a que ciertos virus son capaces de causar
infecciones latentes, la deteccion de una secuencia de
acido nucleico (DNA o RNA) de un patégeno en par-
ticular no indica si el agente infeccioso esta latente o esta
en un modo activo de replicacion. Para ésto el cultivo
del virus o microorganismo se considera una prueba
definitiva para la pesencia o ausencia de un agente
activo.



REVISION BIBLIOGRAFICA 145

Este parametro es particularmente importante para las
pruebas de resistencia a drogas y el monitoreo de varias
intervenciones terapéuticas usadas para controlar la
replicacion activa de los agentes infecciosos. Usando
sondas moleculares se han identificado varios
patdégenos humanos importante si (Cuadros 1y 2).
Como puede verse en el cuadro 3, la sensibilidad y
especificidad de las ténicas moleculares correlacionan
bien con otros métodos de deteccion (91,92).

La comparacion de varios métodos indica que la
sensibilidad de deteccion varia y depende del tamafio
de la sonda de DNA o RNA, de la marca y del
procedimiento de hibridizacion usado.

La comparaciéon de los diferentes métodos de
coloracion para las sondas no-isotdpicas indica que las
sondas de oligonucleo6tidos biotinilados y los
conjugados de estreptavidina-fosfatasa alcalina con
diferentes métodos de coloracion ofrecen técnicas
altamente sensibles sin perdida de especificidad. De
hecho, en algunos casos la deteccion de sondas de
oligonucleotidos conjugados con fosfatasa alcalina fue
superior a la de una sonda marcada con 32p. (50)

Los reactivos quemiluminiscentes y otras mejoras en
los métodos de deteccion pueden aumentar aun mas la
sensibilidad de las sondas moleculares. Aunque en
nuestro laboratorio, las sondas radioactivas han dado
sefiales altamente sensibles, en algunos casos las
sondas no radioactivas también han dado
resultados equivalentes. Sin embargo también se
han obtenido resultados falsos-positivos y falsos-
negativos con los métodos no-isotopicos de
deteccion, por lo cual se deben incluir en cada prueba
controles débil reactivo, fuertemente reactivo y
negativo. Ademads, las muestras con resultados
indeterminados o  falsos-negativos  deben  ser
confirmados usando sondas radioactivas.

Una ventaja inherente al método de deteccion no-
isotopica es que las sondas marcadas se pueden guardar
por mucho tiempo, y algunas se pueden usar por mas
de dos afios sin desestabilizarse.

También, en contraste con las técnicas radioisotopicas,
los procedimientos de coloracion para la hibridizacion
no-isotdpica se pueden completar en unas pocas horas.
Sin embargo, en algunos casos se desarrolla un color
débil de fondo cuado la sonda no-isotdpica reacciona

con acidos nucleicos exogenos, tales como el DNA de
esperma de salmon presente en la mezcla de
hibridizacion . Las impurezas en el sulfato de dextrano
también conducen a un fondo oscuro (mucho ruido) en
los métodos de deteccion colori métrica.

Nuestros datos sobre la hibridizacion in situ nos indican
que ésta es una técnica poderosa para la deteccion de
infecciones persistentes y la identificacion simultanea
de tipos especificos de células involucradas en la
expresion clinica de la enfermedad (19,20).
Comparando las sondas de RNA marcadas con 355-
UTP con las marcadas con biotina en la hibridizacion
in situ de células cronicamente infectadas con VIH in
vitro no mostré diferencias en la hibridizacion
especifica habiéndose preparado las sondas anti-
sentido de las regiones gag y pol del genoma viral.
No se vio hibridizacién con lineas celulares no
infectadas, incluyendo lineas de células T, RH9,
CEM, y CMSP estimuladas con PHA; sin embargo, la
sensibilidad de deteccion fue mayor cuando se
usaron sondas radioactivas. Aunque las sondas de
RNA transcritas in vitro no fueron lo
suficientemente sensibles para cuantificar las varias
cepas de VIH directamente en la sangre de los
pacientes, la sensibilidad pudo aumentarse con el uso de
oligonucleotidos.

Ademas, dado que el VIH, VLTH-I y II son genética-
mente diversos, el uso de oligonucleotidos de diferentes
regiones en secuencias altamente conservadas de estos
virus ha permitido la deteccion de una sola copia de la
secuencia en el DNA animal, (S. Rasheed, datos no
publicados.)

Se vuelve cada vez mas evidente que la ingenieria
genética y las técnicas moleculares continuaran
aportando las pruebas mas sofisticadas Y,
posiblemente, las mas sencillas para el diagnostico
rapido de los cambios patologicos inducidos por
agentes infecciosos y mutaciones genéticas. La
posibilidad de automatizacion ofrece una alternativa
atractiva a las técnicas convencioales que requieren
tanto trabajo. Finalmente, muchas mejoras estan en
camino para aumentar la sensibilidad y especificidad
de estos procedimientos, y se espera que en la proxima
década la mayor parte de los laboratorios clinicos
usaran sondas basadas en el DNA o RNA dando
nuevas perspectivas al diagndstico patologico.
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Este parametro es particularmente importante para las
pruebas de resistencia a drogas y el monitoreo de varias
intervenciones terapéuticas usadas para controlar la
replicacion activa de los agentes infecciosos. Usando
sondas moleculares se han identificado varios
patégenos humanos importantes (Cuadros 1 y 2). Como
puede verse en el cuadro 3, la sensibilidad y
especificidad de las tecnicas moleculares correlacionan
bien con otros métodos de deteccion (91,92).

La comparacion de varios métodos indica que la
sensibilidad de deteccion varia y depende del tamaio
de la sonda de DNA o RNA, de la marca y del
procedimiento de hibridizacion usado.

La comparacion de los diferentes métodos de
coloracion para las sondas no-isotdpicas indica que las
sondas de oligonucledtidos biotinilados y los
conjugados de estreptavidina-fosfatasa alcalina con
diferentes métodos de coloracion ofrecen técnicas
altamente sensibles sin perdida de especificidad. De
hecho, en algunos casos la deteccion de sondas de
oligonucleotidos conjugados con fosfatasa alcalina fue
superior a la de una sonda marcada con 32p. (50)

Los reactivos quemiluminiscentes y otras mejoras en
los métodos de deteccion pueden aumentar aun mas la
sensibilidad de las sondas moleculares. Aunque en
nuestro laboratorio, las sondas radioactivas han dado
seflales altamente sensibles, en algunos casos las
sondas no radioactivas también han dado
resultados equivalentes. Sin embargo también se
han obtenido resultados falsos-positivos y falsos-
negativos con los métodos no-isotopicos de
deteccion, por lo cual se deben incluir en cada prueba
controles débil reactivo, fuertemente reactivo y
negativo. Ademas, las muestras con resultado sin
determinados o  falsos-negativos  deben  ser
confirmados usando sondas radioactivas.

Una ventaja inherente al método de deteccion no-
isotopica es que las sondas marcadas se pueden
guardar por mucho tiempo, y algunas se pueden usar
por mas de dos afios sin desestabilizarse.

También, en contraste con las técnicas radioisotdpicas,
los procedimientos de coloracion para la hibridizacion
no-isotdpica se pueden completar en unas pocas horas.
Sin embargo, en algunos casos se desarrolla un color
débil de fondo cuado la sonda no-isotdpica reacciona

con acidos nucleicos exdgenos, tales como el DNA de
esperma de salmon presente en la mezcla de
hibridizacion . Las impurezas en el sulfato de dextrano
también conducen a un fondo oscuro (mucho ruido) en
los métodos de deteccion colorimétrica.

Nuestros datos sobre la hibridizacion in si tu nos indican
que ésta es una técnica poderosa para la deteccion de
infecciones persistentes y la identificacion simultanea
de tipos especificos de células involucradas en la
expresion clinica de la enfermedad (19,20). Comparando
las sondas de RNA marcadas con 35S-UTP con las
marcadas con biotina en la hibridizacién in situ de
células cronicamente infectadas con VIH in vitro no
mostrd diferencias en la hibridizacion especifica
habiéndose preparado las sondas anti-sentido de las
regiones gag y pol del genoma viral. No se vio
hibridizacion con lineas celulares no infectadas,
incluyendo lineas de células T, RH9, CEM, y CMSP
estimuladas con PHA; sin embargo, la sensibilidad de
deteccion fue mayor cuando se usaron sondas
radioactivas. Aunque las sondas de RNA transcritas in
vitro no fueron lo suficientemente sensibles para
cuantificar las varias cepas de VIH directamente en la
sangre de los pacientes, la sensibilidad pudo aumentarse
con el uso de oligonucledtidos.

Ademas, dado que el VIH, VLTH-I y II son genética-
mente diversos, el uso de oligonuclcotidos de diferentes
regiones en secuencias altamente conservadas de estos
virus ha permitido la deteccion de una sola copia de la
secuencia en el DNA animal, (S. Rasheed, datos no
publicados.)

Se vuelve cada vez mas evidente que la ingenieria
genética y las técnicas moleculares continuardn
aportando las pruebas mas sofisticadas y, posiblemente,
las mas sencillas para el diagndstico rapido de los
cambios patoldgicos inducidos por agentes infecciosos
y mutaciones genéticas. La posibilidad de
automatizacion ofrece una alternativa atractiva a las
técnicas convencioale s que requieren tanto trabajo.
Finalmente, muchas mejoras estan en camino para
aumentar la sensibilidad y especificidad de estos
procedimientos, y se espera que en la proxima década
la mayor parte de los laboratorios clinicos usaran
sondas basadas en el DNA o RNA dando nuevas
perspectivas al diagndstico patologico.
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