ACTUALIZACION EN METODOS DIAGNOSTICOS

Procedimientos modernos

para el diagnostico

de las enfermedades infecciosas

FERNANDO MONTOYA

Se hace una revision somera de algunos pro-
cedimientos para la comprobacion de las
enfermedades infecciosas, con énfasis en los
avances mas recientes en inmunodiagndstico;
se alude también a las pruebas de manchas o
bandas y a la hibridacion con sondas genéti-
cas; en cada caso se consideran algunos
aspectos tecnicos, las ventajas y limitaciones
de las pruebas y su sensibilidad y especifici-
dad.

PALABRAS CLAVE

ENFERMEDADES INFECCIOSAS
INMUNODIAGNOSTICO

HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

INTRODUCCION

EI diagndstico en infectologia se fundamenta
en la deteccion de los microorganismos me-
diante examenes directos y cultivos, que son los
métodos convencionales de caracterizaciéon, o en
procedimientos alternos como el inmunodiagnhés-
tico y las técnicas mas recientes de hibridacion de
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los acidos nucleicos. A pesar de los avances en
este terreno, los métodos clasicos no han sido su-
perados; asi, para sefalar algunos casos especifi-
cos, en el diagndstico de las parasitosis intestinales
y las dermatomicosis el examen directo es insusti-
tuible y en el de la esporotricosis el cultivo es el
elemento primordial.

Los grandes avances en el diagnéstico de las
enfermedades infecciosas se han dado por los ade-
lantos en los procedimientos de aislamiento, purifi-
cacion y caracterizacion de moléculas complejas. Es
el caso de 1a posibilidad de realizar fraccionamientos
antigénicos para detectar porciones o segmentos
caracteristicos de determinado microorganismo, sin
tener que recurrir a su visualizacién o cultivo. igual-
mente ha sido importante poder clasificar la respues-
ta inmunolégica del huésped de acuerdo a la clase
de inmunoglobulina que fabrica cuando entra en
contacto con el microorganismo: la IgM como mar-
cador de fase aguda y la IgG como marcador de
contacto previo. Por ultimo la biologia molecular ha
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permitido manipular in vitro los acidos nucleicos fa-
cilitando la caracterizacion de secuencias especifi-
cas para cada especie o género microbiano,
mediante moléculas complementarias o sondas ge-
néticas (pruebas de hibridacion) o ha permitido la
replicacion in vitrode los acidos nucleicos aumentan-
do el nimero de moléculas disponibles, lo que facilita
su caracterizacién. Este ultimo proceso de amplifica-
cion molecular se conoce como la reaccién de po-
limerasa en cadena o PCR de su nombre en inglés.
Los métodos modernos de diagndstico se carac-
terizan por su alta sensibilidad que permite detectar,
en ocasiones, cantidades infimas al nivel de fento-
gramos; también por su marcada especificidad.

INMUNODIAGNOSTICO

Mediante la reaccién inmune clasica se determina
la presencia de antigenos o anticuerpos. Sise quiere
detectar un antigeno especifico se debe tener como
elemento conocido el anticuerpo correspondiente y
viceversa. De acuerdo a la naturaleza fisica de cada
uno de los reactantes, particulada o soluble, se tienen
los diferentes tipos de inmunoensayo: precipitacion,
aglutinacién, con marcadores, etc. En la actualidad se
emplean mucho las técnicas de aglutinacién para re-
actantes particulados y las de marcadores para reactan-
tes solubles. Durante muchos afnos se han utilizado en
estos ensayos anticuerpos policlonales que permiten
obtener una alta sensibilidad diagndstica pero tienen
limitaciones en la especiticidad. Hoy se recurre, a
pesar deé su mayor costo, a anticuerpos monoclona-
les que incrementan la especificidad pero con pérdi-
da de sensibilidad. Se ha iniciado el uso de mezclas
de anticuerpos monoclonales que incluyen especifi-
cidades para los determinantes antigénicos mas co-
munes; con ellos se logran niveles muy altos de
sensibilidad y especificidad.

AGLUTINACION

Estas reacciones se utilizan mucho en los labora-
torios clinicos de rutina porque son sencillas, econé-
micas y de resultados rapidos. Utilizan particulas
naturales o sintéticas para fijar en su superficie los
antigenos o los anticuerpos. Las particulas naturales
pueden ser bacterias como el Staphylococcus au-
reus que, gracias a la proteina A de su superficie, fija
moléculas de IgG a través del fragmento FC. Las
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reacciones que utilizan esta particula se denominan
de coaglutinacion. Se emplean para detectar anti-
genos solubles especificos para el anticuerpo fijo en
la superficie de las particulas estafilocéccicas. Tam-
bién se han utilizado otras bacterias o parasitos para
detectar anticuerpos séricos especificos contra dife-
rentes componentes de su superficie. Es el caso de
las pruebas de Widal y de Bang para el diagnéstico
de la fiebre tifoidea y de la brucelosis, respectiva-
mente. Se han utilizado igualmente los gldbulos rojos
como superficie de soporte de anticuerpos o antige-
nos: se habla entonces de hemaglutinacion.

Las particulas sintéticas conocidas como inmu-
noesferas son las mas utilizadas en los laboratorios
clinicos generales; las hay plasticas y de gelatina.
Las primeras se conocen popularmente con el nom-
bre de particulas de latex y las hay de diferente
composicién: polietileno, polivinilo, poliacroleina y po-
liestireno; las dltimas son las mas comunmente utiliza-
das. Para mejorar 1a visualizacién se puede variar el
tamano de las particulas desde 0.1 hasta 3 um. Tam-
bién se pueden usar particulas de diferente color (ama-
rillas, azules, blancas) para obtener mayor contraste.
Se han producido, ademas, los llamados latex activa-
dos que presentan en su superficie radicales quimicos
libres (carboxilo, amino, aldehido, etc.) mediante los
cuales fijan covalentemente antigenos o anticuer-
pos. Se mejora asi la estabilidad del reactivo y se
magpnifica su poder diagnéstico.

Una ventaja adicional de las técnicas de aglutina-
cién es poder realizarlas con muestras provenientes
de cualquier especie animal, a diferencia de las
técnicas con marcadores que requieren conjugados
especificos para cada especie.

Un uso muy importante de estas pruebas en infec-
tologia es la deteccion de polisacaridos capsulares
de gérmenes productores de meningitis, tanto en el
liquido cefalorraquideo como en el suero y la orina,
y aunque el paciente esté o haya estado recibiendo
drogas antibacterianas.

Clasicamente las técnicas de aglutinacion se han
realizado en lamina con resultados rapidos, confia-
bles y realizables en cualquier sitio ya que la lectura
es a simple vista. Sin embargo se pueden hacer
modificaciones a la técnica con el fin de ahorrar
reactivo (utilizar platos de micropozos) o mejorar su
sensibilidad diagnéstica (hacer la lectura de la turbi-
dezsmediante nefelémetros o lectores laser). La sen-
sibilidad de los procedimientos de lectura ocular varia
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entre microgramos y nanogramos mientras que, con
instrumentos, se puede liegar al nivel de fentogra-
mos, similar al de muchas de las técnicas con mar-
cadores. .

PRUEBAS CON MARCADORES

Se incluyen en este grupo los procedimientos que
utilizan marcadores sobre el antigeno o el anticuer-
po. Son clasicas las técnicas de inmunofluorescen-
cla (IF), las de radioinmunoanalisis (RIA) y los
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). Mucho mas
recientes son las pruebas de quimioluminiscencia
(QL). Las pruebas con marcadores tienen altas la
sensibilidad y la especificidad pero son més laborio-
sas y costosas que las de aglutinacién y sus reacti-
vos son menos estables; ademas, hay que recolectar
varias muestras y por lo tanto sus resultados no son
tan rapidos. Se pueden realizar no sélo en liquidos
corporales, como fas de aglutinacion, sino también
directamente sobre cortes de tejidos o sobre mues-
tras para examenes directos. Permiten detectar las
clases de inmunoglobulinas presentes enlos liquidos
0 en los tejidos para definir la fase evolutiva de la
infeccién (IgM, fase aguda; IgG, infeccién pasada).
A diferencia de las pruebas de aglutinacién, si no se
recurre a conjugados especificos no se pueden rea-
lizar las de marcadores sobre los liquidos o tejidos
de cualquier especie animal.

Enlos ensayos de IF se han utilizado rutinariamente
como marcadores fluorocromos derivados de la fluo-
resceina o de la rodamina, especialmente cuando las
lecturas se dejan al ojo humano. Para obviar la subje-
tividad de éste se han introducido nuevos fluorocro-
mos, que han permitido la lectura instrumental y la
automatizacion. Se trata de las ficobiliproteinas em-
pleadas comientemente en citometria de flujo (FACS),
procedimiento de amplia utilizacion en el faboratorio
clinico moderno de los paises mas desarrollados y
en centros de investigacion de avanzada. Los quela-
tos de europio, disponibles en nuestro medio, han
tacilitado el diagnéstico de emergencia de diferentes
entidades, infecciosas o no; permiten resultados cuan-
titativos y son altamente estables después de su pre-
paracién. Por ultimo, ciertos derivados cumarinicos
extraidos de algas marinas, se estan utilizando en
ensayos de fluorescencia en leishmaniosis.

Los RIA son los procedimientos de referencia para
estandarizar las diferentes pruebas con marcadores.
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En nuestro medio se los ha utilizado principalmente
en los andlisis hormonales. En infectologia su uso ha
sido limitado, especialmente por el costo de los equi-
pos y la labilidad de los marcadores, generalmente
isétopos del yodo. La radiactividad se mide en los
contadores de centelleo liquido {para.la radiacién
beta) y sélido (para laradiacion gamma). Los Ultimos
son los méas usados en los laboratorios clinicos,
especialmente enlas determinaciones de hormonas,
ya mencionadas.

La técnica de ELISA utiliza enzimas como marca-
dores para los antigenos o los anticuerpos. Las en-
zimas mas utilizadas en estas pruebas han sido la
peroxidasa y la fosfatasa alcalina. El sustrato méas
usado para la peroxidasa ha sido el luminol y para la
fosfatasa el fosfato de luciferina. Por la interaccion
enzima sustrato se genera una reaccién de color
detectable por simple observacién o mediante algun
aparato. Se trata de procedimientos elaborados, que
incluyen diversos elementos entre antigenos, anti-
cuerpos, enzimas, conjugados, sustratos y tubos o
placas de reaccion (fase solida), ademas de una
serie de pasos muy bien cronometrados, con tempe-
raturas de incubacion estrictamente seleccionadas y
varios lavados intercalados, todo ello fundamental
para la buena marcha de la reaccién; por lo mismo
se requiere una persona perfectamente entrenada
que realice con reguiaridad la técnica, para evitar el
sinndmero de errores a que esta sujeta.

Existen diversos protocolos para mejorar la sensi-
bilidad y la especificidad diagndsticas de los ensayos
inmunoenzimaticos. Los mas conocidos se pueden
agrupar en sanduche, inhibicion e inmunocaptu-
ra. La modalidad mas utilizada es la tipo sanduche
que utiliza el antigeno, fijo al estado sélido, como
sistema de captura de los anticuerpos del paciente.
Esta es latécnicamas simple y econémica pero tiene
limitaciones de sensibilidad y especificidad cuando
se la utiliza para determinar IgM especifica; en efec-
to: por la competencia con IgG puede dar lugar a
falsos negativos y por la presencia de factor reuma-
toideo sérico de tipo IgM a falsos positivos. Es muy
importante tener en cuenta esta ultima situacion en
el estudio de niflos con infeccién perinatal crénica
(TORCH) dado que hasta en 90% de los casos de
este sindrome se presenta factor reumatoideo sérico;
por ello hay que ser muy cautos en la interpretacién
de un resultado positivo para una IgM especifica,
obtenido por este sistema. Esta limitacién en los
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sistemas de sanduche para determinar IgM especi-
fica se ha obviado separando previamente las IgM
del paciente por sistemas cromatograficos. Uno muy
conocido, llamado Isolab, utiliza proteina G estrep-
tocécecica como sistema de captura de los anticuer-
pos, ya que es especifica para el fragmento FC de
las IgG, deja libre las IgM y con esta fraccién libre se
determina la IgM especifica, sin las limitaciones de
sensibilidad y especificidad, ya anotadas. Un siste-
ma alterno para obviar los problemas de sensibilidad
y especificidad de las técnicas de sanduche es el
método de inmunocapturaque utiliza IgG especifica
anti IgM, fija al estado sélido, como sistema de
captura de las IgM del paciente. También se puede
usar para detectar una cualquiera de las demas
clases de inmunoglobulinas. Es un proceso mas
elaborado y por lo tanto existen menos proveedores.
No se aludira en detalle a los sistemas de inhibi-
cion; su caracteristica primordial es la alta sensibili-
dad por lo que son muy utilizados para detectar
antigenos en los liquidos corporales. Asi mismo se
han desarrollado sistemas de amplificacién a base de
avidina y biotina que permiten detectar los antigenos
o minasculas cantidades de anticuerpos. Igualmente,
con el fin de incrementar la sensibilidad diagnéstica de
las pruebas de ELISA se han cambiado los sustratos
corrientes por otros que tienen la capacidad de emitir
fotones cuando reaccionan con la enzimarespectiva.
La formacion del complejo inmune no se detecta por
un cambio de color sino por la emisién de luz detec-
table mediante lectores de fotones. Estas pruebas de
ELISA modificadas se denominan ensayos de qui-
mioluminiscencia (QL) que son, en el momento
actual, los procedimientos de mayor sensibilidad.

OTROS PROCEDIMIENTOS

Existe una serie de métodos diagnésticos que
retnen caracteristicas de varias de las técnicas men-
cionadas: tal es el caso de los denominados Blotting
o pruebas de manchas o bandas. Iniciaimente se
hace una separacion electroforética de las proteinas
o los &cidos nucleicos que se van ainvestigar. Luego
se transfieren las moléculas del soporte coloidal,
donde se hizo la separacién, a uno sélido (papel u
otro medio rigido). Después, si se trata de proteinas,
se hace la caracterizacion mediante ELISA o RIA con
anticuerpos monoclonales o policlonales. Estos Blot-
ting de proteinas se conocen como Western Blot.
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Para el diagnéstico del sindrome de inmunodeficien-
cia humana se ha desarrollado un sistema de Wes-
tern Blotting que se considera el método de
referencia para confirmar la infeccion. Estas técni-
cas son costosas, laboriosas y en general limitadas
a laboratorios de investigacién, pero han permitido
desarrollar otras mas simples realizables en cual-
quier laboratorio. Es el caso de las pruebas de
ELISA denominadas Dot Spot o de manchas pun-
tuales, en las cuales se depositan los antigenos o
los anticuerpos sobre tirillas de papel, para buscar
la correspondiente contraparte.

Si se trata de acidos nucleicos y el sistema de
transferencia y caracterizacion es para DNA el
metodo se llama Southern Blot; si es para el RNA
se denomina Northern Blot. Antes de realizar la
electroforesis y la transferencia de los 4cidos nuclei-
cos es indispensable hidrolizarlos mediante enzi-
mas de restriccion. La identificacion de secuencias
especificas se realiza por medio de hibridacién con
sondas conocidas. Estos sistemas para identificar
acidos nucleicos son bastante complejos, muy cos-
tosos y de uso limitado al campo investigativo; sin
embargo, han permitido elaborar métodos de hibri-
dacionmas simples y rapidos como los denominados
Dot Blot o hibridacion in situ: la muestra del pa-
ciente se aplica directamente sobre el soporte de
papel, sin hidrélisis ni electroforesis previas. El
papel recibe una serie de tratamientos y se proce-
de luego a ia hibridacion con la sonda especifica.
Esta técnica ha sido usada ampliamente en el
terreno de la virologia. Los métodos de hibridacién
disponibles comercialmente en la actualidad para
el diagnoéstico de enfermedades infecciosas, detec-
tan preferiblemente RNA ribosémico para incremen-
tar la sensibilidad diagnéstica; con ellos se pueden
obtener resultados en menos de dos horas. Estan
disponibles para Mycoplasma, hepatitis, Chlamydia, Campy-
lobacter, etc. Los métodos de hibridacidn tienen los incon-
venientes del costo y del uso de radioisétopos como
marcadores; se estan desarrollando sistemas enzima-
ticos, acoplando a las sondas diagnésticas enzimas
como la peroxidasa o la fosfatasa alcalina y revelan-
do los resultados mediante sustratos que cambian
de color, como en una prueba de ELISA corriente o
mediante la emisién de luz, como en las pruebas de
QL, ya sefnaladas. Finalmente, el desarrollo de la
reaccion de polimerasa en cadena (PCR) como
sistema de amplificacién genética que permite detec-
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tar una sola molécula de DNA, abre un futuro promi-
sorio en el diagnéstico de las enfermedades huma-
nas y brindara al médico una herramienta de
exquisita fidelidad para la evaluacién de sus pacien-
tes. .

SUMMARY

MODERN PROCEDURES FOR THE DIAGNOSIS
OF INFECTIQUS DISEASES

This is a brief review of some modern diag-
nostic procedures for infectious diseases;.
various tests for the immune diagnosis as
well as blotting tests and nucleic acid
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hybridization methods are included; in each
case technical aspects, advantages, limita-
tions, sensitivity and specificity are considered.
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