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Abstract: (Application of the polymerase chain 
reaction to the laboratory diagnosis of bacterial 
diseases) 
The polymerase chain reaction (PCR) has revolutionized the 
detection of bacterial, fungal and viral pathogens. Traditio- 
nally, in bacterial diseases the identification of the infectious 
agent is accomplished by culturing the microorganisms in 
the laboratory. However they can be identified molecularly 
by recognizing specific DNA or RNA sequences; a probe is 
then constructed which hybridizes to the rnicrobial target 
sequences. 

The PCR is an alternative to direct hybridization met- 
hods. Basicaliy, this technique involves combining a DNA 
sample with oligonucleotide primers, deoxynucleotide trip- 
hosphates and the thermostable Taq DNA polymerase in a 
suitable buffer and then repetitively heating and cooling the 
mixture for several hours until the desired amount of ampli- 
fication is achieved. The final product represents the target 
DNA sequence in a miilion-fold increased concentration and 
can be easily detected on a gel. The PCR technology greatly 
increases the sensitivity of detection to a particular pathogen 
in bacterial diseases. 

Introducción 
El diagnóstico microbiológico por el laboratorio, tarea enco- 
mendada al químico-farmacéutico, tiene como propósito 
fundamental el de contribuir en la determinación del trata- 
miento óptimo de los padecimientos infecciosos, a fin de que 
los enfermos involucr~dos recuperen su salud a la brevedad 
posible y, consecuentemente, dejen de fungir como fuentes 
de contagio para otros individuos. 

En este sentido, es claro que las técnicas de biología 
molecular representan la herramienta diagnóstica más 
confiable, ya que establecen con exactitud la presencia de 
los agentes etiológicos en los diversos especímenes clíni- 
cos, con base en la detección de segmentos de DNA espe- 
cíficos de cada microorganismo. De hecho, en ciertos labo- 
ratorios ya resulta relativamente común el empleo de 
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sondas' comerciales, tanto para confirmar resultados obteni- 
dos mediante metodologías convencionales, como para apli- 
carlas directamente a las muestras patológicas. 

Si bien desde la década de los ochenta han venido 
destacando los análisis moleculares mediante Southern-blot 
del DNA y Northern-blot del RNA, es preciso tomar en cuenta 
que, en ambos casos, el éxito depende -entre otros factores- 
de que la muestra en estudio contenga una cantidad relati- 
vamente considerable de la secuencia "blanco", equivalente 
a la presencia de varios miles de células microbianas. 

Es precisamente en este aspecto, que el reciente desa- 
rrollo de la "reacción en cadena de la polimerasa (PCR)" ha 
venido a enriquecer la práctica diagnóstica molecular de las 
enfermedades infecciosas en los laboratorios de todo el 
mundo: una vez recolectada y preparada la muestra, ocurre 
en su seno la rápida multiplicación (amplificación) del DNA 
perteneciente al agente causal, y los millones de copias 
obtenidas incrementan notablemente la sensibilidad de cual- 
quier técnica que se elija -a continuación- para lograr la 
detección correspondiente. 

En resumen, el PCR es una reacción bioquímica, cata- 
lizada por una enzima, en la cual pequeñas cantidades de 
cualquier segmento "blanco" del DNA se multiplican loga- 
rítmicamente. 

Cabe señalar que el PCR no constituye por sí misma un 
método diagnóstico: en una muestra clínica, el proceso 
global asociado a la detección del agente causal, con base en 
el reconocimiento de su DNA, consta de tres pasos: 

a) Procesamiento de la muestra 
b) Amplificación del DNA por PCR 
c) Identificación del DNA amplificado 
Evidentemente, la exactitud y precisión del diagnóstico 

molecular se fundamentan en dos factores generales: 1) la 
gran consistencia de la secuencia nucleotidica en los segrnen- 
tos "blanco" de DNA; 2) la posibilidad de establecer en 
forma rápida, confiable y, actualmente, con mayor sensibi- 
lidad, la procedencia de los ácidos nucleicos (ya que éstos 
presentan segmentos específicos para cada género, especie, 
tipo y cepa microbianos). 

' Fragmentos de DNA obtenidos a partir de agentes patógenos plena- 
mente identificados. Las sondas sólo hibridan (por complementariedad 
de bases) con cadenas simples de DNA homólogo, lo cual determina la 
posibilidad de detectar al agente causal en la muestra analizada. 
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El PCR es relativamente fácil de llevar al cabo, ya que 
sólo requiere de un tubo de reacción, de algunos reactivos y de 
una fuente estable de calor. Adicionalmente, el DNA que se 
desea copiar puede encontrarse puro o constituir una peque- 
ña porción de una mezcla compleja de materiales biológicos. 

Una vez efectuada la amplificación, la procedencia del 
DNA "blanco" se puede establecer mediante diferentes me- 
todos, que comprenden desde una simple electroforesis en 
gel de agarosa, hasta diversos ensayos inmunogenéticos que 
incluyen el empleo de sondas marcadas. No obstante, dada 
su generalizada aceptación para reconocer o confirmar al 
producto amplificado, la técnica más utilizada continúa sien- 
do la de Southern-blot 

El presente trabajo aborda los aspectos más relevantes 
asociados a los fundamentos del PCR y a su aplicación en el 
diagnóstico de laboratorio de las enfermedades de origen 
bacteriano, tratando de que la terminología empleada resulte 
comprensible para el profesional o estudiante de cualquier 
rama de la Química. 

Muestras clínicas a analizar por PCR 
y obtención del DNA "blanco" 
El reciente desarrollo del PCR ha modificado en todo el 
mundo los criterios implicados en la práctica diagnóstica de 
las enfermedades infecciosas. Debido a que el método es 
rápido, se ha logrado automatizar y sólo requiere de la adición 
de una "mezcla estándar" al tubo de reacción correspondien- 
te; además, su eficacia es reproducible prácticamente en 
cualquier tipo de muestras clínicas: biopsias, sangre y diversos 
productos sanguíneos, semen, secreciones uretrales y vagina- 
les, expectoracíones, aspirados transtraqueales, materia fecal, 
orina, y los líquidos cefalorraquídeo (LCR), sinovial, pleural, 
peritoneal y amniótico, entre algunos otros (Podzorski, 1995; 
Whelen, 1996). 

Inicialmente, es necesario efectuar un previo procesa- 
miento de las muestras clínicas, a fin de provocar la lisis del 
patógeno y, por ende, la liberación de su DNA genómico a 
amplificar por PCR. 

Entre los métodos de lisis bacteriana que se aplican con 
buenos resultados para realizar el PCR, figuran el de conge- 
larniento-descongelarniento, el de congelamiento-ebullición 
y el de ebullición con Chelex 100; con este último se logra 
estabilizar al DNA (dentro del agua que hierve), mantenien- 
do la fuerza iónica del medio pero, sobre todo, se alcanzauna 
mayor efectividad en cuanto a la liberación de los ácidos 
nucleicos a partir de numerosas bacterias y de algunos 
quistes de protozoarios (Whelen, 1996). 

Cabe señalar que la amplificación de DNA por PCR 
requiere que exista al menos una molécula intacta del DNA 
"blanco"; no obstante, cifras mayores aumentan la proba- 
bilidad de que el proceso resulte exitoso (Innis, 1995). 

La cantidad total de DNA "blanco" utilizado en el PCR 
es realmente pequeño: de 0.05 a 1.0 pg, intervalo que asegura 
la detección de una copia única de la secuencia "blanco" 
presente en la muestra (McPherson, 1995). 

Adicionalmente, no es indispensable que la muestra se 
encuentre altamente purificada, si bien algunas impurezas 
tales como formaldehído, ácido húmico, agentes quelantes, 
detergentes y metales pesados pueden impedir la amplifica- 
ción del DNA "blanco"; bajo tales condiciones resulta con- 
veniente intentar la eliminación de dichos elementos o, por 
lo menos, su dilución (Innis, 1995). 

En caso necesario, el DNA se puede purificar mediante 
el tratamiento con fenol-cloroformo y precipitación con 
etanol, o bien, por la técnica de extracción salina y precipi- 
tación con etanol (Innis, 1995; Podzorski, 1995). 

Fundamento del PCR 
La amplificación de DNA por PCR corresponde a una 
reacción enzimática ejecutada por alguna DNA polimerasa; 
esta clase de enzimas cataliza la formación de un enlace 
fosfodiéster entre el 3'-OH en el extremo creciente de la 
cadena de DNA a elongar (el iniciador) y el grupo 5'-PO, 
del desoxirribonucleótido trifosfato (dNTP) entrante (figura 
1) (Innis, 1995, Newton, 1995). 

La elección de cada nucleótido a incorporar está deter- 
minada por el DNA molde, al que el iniciador se ha unido 
previamente por complementariedad de bases (McPherson, 
1995). 

La amplificación del DNA se logra mediante ciclos 
repetidos de PCR, cada uno de los cuales presenta tres etapas 
distintivas de temperatura2 (figuras 2 y 3) (Innis, 1995). 

1) Desnaturalización del DNA molde -entre los 94" y 
96°C- 

2) Alineamiento de los iniciadores al molde -entre los 42" 
y 60°C-. 

3) Extensión (elongación) de los iniciadores por la DNA 
polimerasa -entre los 60" y 72°C-. 

La reacción de amplificación contempla la participación de 
dos iniciadores @rimen o cebadores), que se hibridan (se 
unen por complementariedad de bases) a cadenas opuestas 
del segmento "blanco"; cada iniciador se orienta de forma 
tal que la elongación se lleva a cabo a partir de su extremo 
3'-OH, a través de la zona delimitada entre ambos iniciado- 
res y hasta la región homóloga al "otro iniciador". Como 

Cada etapa dura apenas entre uno y algunos minutos, por lo cual 
casi resulta indispensable que el laboratorio cuente con un termocicla- 
dor; este permite programar las temperaturas y la duración de los 
diversos periodos, para todo el proceso. 
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Figura 1. Formación 
del enlace fosfo- 
diéster mediante la 
DNA polimerasa 
(Newton, 1995). 

cada producto de la amplificación incluye la secuencia com- 
plementaria a la del "otro iniciador", prácticamente todos los 
productos de cada reacción sirven de molde para el siguiente 
ciclo del PCR (Newton, 1995). 

En la primera etapa del ciclo del PCR, se provoca la 
desnaturalización del DNA molde, entre los 94" y 96°C. En 
la segunda etapa, la mezcla de reacción se somete a la 
temperatura óptima de alineamiento entre el iniciador y su 
molde (42" a 60°C). Finalmente, en la tercera etapa, la 
temperatura se modifica a 72"C, que es ligeramente inferior 
a la óptima de una DNA polimerasa termoestable. De esta 
manera, los iniciadores se elongarán hasta producir nuevas 
hebras de DNA, incorporando los dNTPs que correspondan 
-por complementariedad-, a través de la participación de 
la enzima (Carleton, 1995; Innis, 1995). 

Evidentemente, la hibridación inespecífica de los inicia- 
dores puede conducir a la acumulación de productos ines- 
pecífico~ o a ausencia de amplificación. 

Cabe señalar que la reacción concluye cuando la canti- 
dad de enzima se reduce hasta niveles insuficientes (por la 
inactivación térmica ocurrida después de cada paso de des- 
naturalización), pero también gravita el hecho de que la 
efectividad del alineamiento de los iniciadores va decrecien- 
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Figura 2. Reaccidn en cadena de la polimerasa -PCR- (Innis, 1995; Newton, 
1695; Whelen, 1996) 
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Figura 3. Programa de temperaturas de un terrnociclador de PCR (Innis, 
1995; McPherson, 1995;Podzorski, 1995). 
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do paulatinamente (al irse disminuyendo su concentración 
e incrementando en forma exponencial el número de se- 
cuencias "blanco") (Innis, 1995). 

Principales componentes del PCR 

Secuencia "blanco" 
Dado que una molécula de DNA bacteriano suele ser rela- 
tivamente larga, en realidad se busca evidenciar una parte 
de aquélla cuya secuencia de bases resulte representativa 
(específica) de la especie en cuestión; en este sentido, es 
conveniente tomar en cuenta que una secuencia "blanco" 
óptima presenta una longitud de 150 a 500 pares de bases 
(bp), aunque segmentos mayores también son susceptibles 
de amplificarse en forma efectiva (Innis, 1995). 

Dado que el PCR es capaz de detectar mínimas canti- 
dades de DNA, es indispensable evitar cualquier riesgo de 
contaminación con ácidos nucleicos provenientes de ensa- 
yos anteriores (Rys, 1993). 

Iniciadores de la amplificación (primers) 
Los iniciadores son oligonucleótidos que, en condiciones 
ideales, deben presentar una composición y longitud (de 15 a 
25 bp) semejantes, a fin de que sus respectivas temperaturas 
de fusión (I;, la temperatura a la cual sólo el 50% del iniciador 
está separado del DNA molde) sean similares (McPherson, 
1995). 

La temperatura de fusión (a, utilizada para la fase de 
alineamiento, se calcula con base en el contenido total de GC3 
y AT4 del iniciador correspondiente, mediante la fórmula 
(Newton, 1995): 1;= 2(A + T) + 4(G + C). 

Los iniciadores no deben ser complementarios entre sí, 
para evitar la formación de estructuras secundarias; asimis- 
mo, es preferible que no presenten series de tres o más G's 
o C's en el extremo 3' y que su contenido de GC sea similar 
al del DNA molde (figura 4). 

La formación de estructuras secundarias que presentan 
la forma de "pasador de cabello" (hairpin), debidas a hibri- 
daciones intramoleculares ocurridas en algún iniciador, así 
como la producción de DNA de doble cadena debida auniones 
interiniciadores, representan dos de las principales causas de 
aparición de productos secundarios (inespecíficos), cuyo peso 
molecular es generalmente bajo (McPherson, 1995). 

Dichos "dímeros" pueden hngir por sí mismos como 
moldes y competir con el DNA "blanco" tanto por la enzima, 
como por los dNTPs y por los iniciadores, lo que deriva en 
rendimientos escasos de los productos de amplificación de- 

G = guanina y C = citosina 
A = adenina y T = timina. 

seados. A este respecto, las técnicas de arranque en caliente 
(hot starl) del PCR disminuyen o eliminan tales inconvenien- 
tes (Innis, 1995; McPherson, 1995). 

Por lo regular, los iniciadores se utilizan en niveles de 
0.1 a 0.5 pM, ya que concentraciones mayores suelen pro- 
mover uniones inadecuadas al DNA molde, provocando la 
acumulación de productos inespecíficos (McPherson, 1995). 

El diseño de iniciadores suele basarse en el empleo de 
programas comerciales que identifican características críti- 
cas de diseño y permiten al investigador encontrar algún 
par de iniciadores con propiedades conocidas y predictivas. 
De hecho, aportan datos tales como el tamaño esperado del 
producto, la temperatura óptima de alineamiento, así 
como el peso molecular, la localización y secuencia de cada 
iniciador. 

DNA Polimerasa 1 termoestabk 
Los protocolos originales del PCR se desarrollaron contem- 
plando el empleo del fragmento Klenow de la DNA polime- 
rasa 1 (DNA pol 1) de Escherichia coli; sin embargo, tal enzima 
no es termoestable y la mayor parte de ella resultaba inacti- 
vada durante la fase de desnaturalización, lo que obligaba a 
aiíadir otras cantidades antes de que ocurriera la siguiente 
etapa de alineamiento. Dicha limitación, sumada a la baja 
temperatura requerida para la elongación, daba lugar a 
reacciones de baja eficiencia y especificidad (Carleton, 1995; 
Newton, 1995). 

En ese contexto, el reemplazo de la enzima Klenow por 
una serie de DNA polimerasas termoestables ha venido a 
representar uno de los avances técnicos de mayor importan- 
cia para el PCR La primera y más utilizada de tales enzimas 
es la Taq DNA polimerasa 1 (Taq pol 1), producida por la 
bacteria termófila Gram-negativa Thermus aquaticur. Cabe 
señalar que el gen estructural que codifica para la síntesis de 
dicha enzima se ha logrado clonar y secuenciar en forma 
óptima, por lo cual actualmente no existen razones de peso 
para prescindir de ella. 

La Eq po1I altamente purificada tiene una temperatu- 
ra óptima de 70" a 80°C con una V- próxima a los 180 
nucleótidos/segundo/molécula de enzima (nt/s), cifra que 
supera notablemente a los 16 a 20 nt/s de la E. coliDNA pol 1 
(Newton, 1995). 

La concentración a la cual se utiliza la Eq pol 1 es de 1.0 
a 2.5 unidades, ya que cuando aquélla es muy elevada se 
pueden acumular productos inespecíficos y, en contraste, 
cuando es muy baja, suele obtenerse una cantidad insuficien- 
te del producto deseado (Innis, 1995). 

Desoxiníbonucleótidos 
La síntesis de DNA requiere de desoxirribonucleótidos tri- 
fosfatados libres (dNTPs); la concentración de cada uno de 

- -- 
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ellos (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) en el PCR debe ser 
200 pM, para lograr una especificidad óptima. En todo caso, 
es conveniente que los cuatro dNTPs se utilicen en concen- 
traciones aproximadas, a fin de reducir los errores en la 
incorporación (Innis, 1995; McPherson, 1995). 

En un volumen de reacción de 100 CLL, basta una concentra- 
ción 20 pM de cada uno de los dNTPs, para sintetizar 2.6 pg 
de una secuencia "blanco" de 400-bp (McPherson, 1995). 

Otros componentes 
Uno de los participantes "secundarios" más importantes del 
PCR es el ión M e ,  ya que su participación influye en lo 
relativo al alineamiento de los iniciadores, a la temperatura 
de fusión del DNA y a la actividad enzimática de la Taq DNA 
pol 1; su proporción óptima en la mezcla de reacción fluctúa 
entre 0.5 y 4.0 mM. Evidentemente, la presencia de EDTA 
o de otros agentes quelantes puede disminuir la concentra- 
ción de este componente (Innis, 1995). 

Por otra parte, la solución amortiguadora recomendada 
para el PCR es la de Tris-C1, 10 a 50 mM a pH 8.3 a 8.9. 
Ésta proporciona un adecuado medio de reacción que incre- 
menta la especificidad y el rendimiento de los productos de 
amplificación (Innis, 1995; McPherson, 1995). 

Cuando el DNA molde se encuentra mezclado con 
numerosas estructuras secundarias, es oportuno incorporar 
urea, formamida o dimetilsulfóxido al 1 a 10010; finalmente, 
la adición de albúmina o glicerol incrementa el rendimiento 
de la reacción de amplificación cuando se trata de fragmen- 
tos de DNA molde mayores de 2.5 kbp (Innis, 1995). 

Identificación del DNA amplificado 
Una de las principales decisiones de quienes emplean el 
PCR consiste en seleccionar un método adecuado para 
detectar el producto amplificado dado que, entre los que se 
encuentran disponibles, existen diferencias muy significati- 
vas en términos de sensibilidad, especificidad, fiabilidad, 
dificultad y costo (Podzorski, 1995). 

Como el producto primario del PCR es una molécula 
dúplex de DNA lineal, de longitud y secuencia definidas, el 
método de detección ideal debe permitir una determinación 
precisa del tamaño y de la pureza del producto amplificado 
(Innis, 1995). 

En este sentido, existen técnicas que se basan en el uso 
de simples geles de agarosa hasta las que contemplan la 
secuenciación del DNA. A continuación se mencionan tres 
de las que se emplean con mayor frecuencia: 

Electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida 
El corrimiento electroforético de los productos de la PCR 
representa el método empleado más frecuentemente en los 
laboratorios, ya que aporta resultados relativamente confia- 

I Complementarledad lnterlnlciador 
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Figura 4. Estructuras secundarias (indeseadas) producidas por los iniciado- 
res (McPherson, 1995). 

bles, con una sensibilidad de 1.0 a 5.0 ng de DNA. 
El procesamiento simultáneo de marcadores de peso 

molecular y de controles positivos provenientes de micro- 
organismos caracterizados con anterioridad, permite realizar 
las comparaciones correspondientes y, consecuentemente, 
establecer la procedencia del DNA amplificado por PCR 
(Carleton, 1995, Podzorski, 1995, Whelen, 1996). 

Evidentemente, el uso de geles de agarosa a los que se 
ha incorporado un tinte fluorescente como bromuro de 
etidio -e l  cual se intercala entre las bases apiladas del DNA- 
facilita las lecturas con sólo exponer las placas correspon- 
dientes a la luz U.V. Las terminales de la fuente de poder 
deben conectarse de tal manera que el DNA emigre hacia el 
ánodo; una vez concluido el corrimiento, el sistema se puede 
fotografiar, colocándolo en un transiluminador U.V., utili- 
zando filtros rojo o naranja y película de blanco y negro 
(Carleton, 1995; Podzorski, 1995; Whelen, 1996). 

Southern blot 
Esta metodología representa una herramienta muy efectiva 
para establecer el origen del DNA presente en una muestra 
clínica. Una vez que se ha llevado a cabo la separación de 
los productos del PCR -mediante electroforesis en gel-, se 
puede identificar un fragmento específico del DNA, previa 
transferencia de los diversos segmentos a una membrana de 
nylon o nitrocelulosa; posteriormente, la secuencia "blanco" 
se identifica vía su hibridación con una sonda (segmento 
monocatenario de DNA, de 18 a 50 nucleótidos de largo, 
proveniente de algún microorganismo plenamente identifi- 
cado), marcada con algún elemento radioactivo. Después del 
lavado de la membrana, las dobles cadenas de DNA (cons- 
tituidas por la sonda marcada y el DNA "problema"), per- 
manecerán unidas a dicho soporte, en tanto que las molécu- 
las monocatenarias se habrán eliminado. El revelado 
correspondiente se logra mediante la exposición de la mem- 
brana a una película de rayos-X (Podzorski, 1995). 
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Fragmentos polimórfcos de restricción con longitudes 
variables (RFLP) 
Otra metodología relacionada con el uso de sondas para 
identificar especies bacterianas consiste en el denominado 
"fragmentos polimórficos de restricción con longitudes va- 
riables". 

La mayoría de los genomas microbianos posee regiones 
que presentan una variabilidad muy evidente, lo que deter- 
mina que, en ciertas partes del DNA, las secuencias de los 
oligonucleótidos varíen no sólo entre una y otra especie 
bacterianas, sino también, de una cepa a otra (Isobe, 1996; 
Podzorski, 1995). 

Esta variabilidad puede ser demostrada cuando el DNA 
cromosómico es purificado y se fragmenta en varios seg- 
mentos, vía la acción de endonucleasas de restricción, las 
cuales cortan el DNA en regiones muy específicas, que 
presentan una determinada secuencia de bases nitrogenadas 
( tabla 1). 

Una vez dig&do el DNA con la enzima de restric- 
ción en turno, los fragmentos se separan mediante electrofo- 
resis en gel de agarosa; la distancia recomda en el gel por 
cualquiera de los segmentos del DNA, puede relacionarse 
con marcadores de peso molecular. 

Cuando el DNA de dos cepas diferentes es digerido por 
la misma enzima de restricción, y a continuación sus respec- 
tivos productos se separan mediante electroforesis, general- 
mente es fácil establecer diferencias entre ambos conjuntos 
de bandas. Sin embargo, ocasionalmente dichas diferencias 
pueden ser muy pequeñas, en cuyo caso se puede recurrir al 
análisis por Southern-blot (figura 5) (Carleton, 1995; Isobe, 
1996; Podzorski, 1995). 

Tabla 1. Secuencias de reconocimiento6 de algunas enzimas 
de restricción 

La secuencia de reconocimiento de una enzima de restricción suele presentar 
entre 4 y 6 nucleótidos de largo; en una mol6cula de DNA, generalmente se 
encuentra un número limitado de fragmentos con dicha secuencia. 

Microorganismo 

Ercherichia coli 

Escherichia coli 

Haemophilus influenzae 

Haemophilus influenzae 

Baallus subtilis 

Themus aquaticus 

La aplicación del PCR al diagnóstico de laboratorio 
de las enfermedades de origen bacteriano 
En general, se acepta que el diagnóstico de laboratorio de 
diversas enfermedades infecciosas se puede establecer 
de dos maneras: 1) Evidenciando la existencia -a niveles 
significativos- de anticuerpos séricos dirigidos contra sus- 
tancias propias del microorganismo responsable, sean éstas 
estructurales, funcionales o de desecho; y 2) Detectando al 
agente causal o a sus antígenos en las muestras provenientes 
de los tejidos afectados (Podzorski, 1995). 

En el primer caso, se obtiene el suero del enfermo y, por 
lo regular, diluciones de dicho líquido orgánico se enfrentan 
a concentraciones fijas de antígenos purificados de distribu- 
ción comercial -pertenecientes a microorganismos plena- 
mente identificados-; bajo tales condiciones, una reacción 
positiva que persiste hasta diluciones mayores del suero, 
suele interpretarse como infección activa o de curación 
reciente, ocasionada por un patógeno íntimamente relacio- 
nado con aquél del que se adquirieron comercialmente los 
antígenos empleados. Lógicamente, el nombre de la técnica 
seleccionada depende de algunas características: la natura- 
leza del antígeno (si es soluble o insoluble, e inclusive, si se 
encuentra libre o unido a algún soporte sólido), la eventual 
participación de ciertos reveladores (anticuerpos marcados 
con fluoresceína o con alguna enzima), etcétera. A este 
respecto, figuran las denominadas reacciones de inmunopre- 
cipitación, aglutinación, coaglutinación, hemaglutinación, 
inmunofluorescencia, inmunoensayos enzimáticos, etcétera 
(Whelen, 1996; Podzorski, 1995). 

Por lo que se refiere a la detección del agente causal en 
las muestras provenientes de las regiones anatómicas afecta- 

1 2 3 4 5 6 7 P M  1 2 3 4 5 6 7 P M  Nombre de 
la enzima 

CLAVE: Las flechas indican el sitio en que ocurre el ataque enzimático en cada 
caso. Pu = cualquier purina. Py = cualquier pirimidina; A = adenina; T = timina; 
C = guanina; C = citosina. S610 se muestra la secuencia en dirección 5' + 3: 

ECORI 

EcoRii 

Hindll 

Hindlll 

BsuRl 

Taql 

Figura 5. Mapa de restricción obtenido mediante RFLP. 

Secuencia de 
reconocimiento 

C~AATTC 

~CCAGC (secuencia 
no palindrómica) 

GT~~JPUAC 

AACkCrr 

G G k C  

T ~ C G A  
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das, una de las actividades tradicionales del laboratorio 
consiste en analizar al microscopio dichos especímenes (pre- 
parando, a partir de ellos, extensiones en fresco o frotis 
teñidos); ocasionalmente, esta clase de estudios llega a apor- 
tar alguna información oportuna pero, con frecuencia, el 
agente causal no se detecta, ya que suele confundirse (queda 
enmascarado) entre numerosos integrantes de la microflo- 
ra habitual del organismo del paciente; por tal motivo, resul- 
ta prácticamente indispensable recurrir a otros métodos de 
identificación más sensibles y confiables. 

En realidad, el método clásico consiste en cultivar las 
muestras, a fin de lograr la reproducción de los agentes 
infecciosos hasta que formen colonias puras; éstas no sólo se 
pueden observar y diferenciar en forma presuntiva a sim- 
ple vista sino que, principalmente, se pueden someter a 
diversas pruebas bioquímicas hasta identificar al microorga- 
nismo. No obstante, lo anterior implica el empleo de diversos 
medios de crecimiento y la realización de varios subcultivos 

(resiembras), lo que se traduce en costos significativos y en 
periodos relativamente prolongados, durante los cuales se 
puede incrementar la gravedad del paciente (Podzorski, 
1996). 

Evidentemente, las pruebas inmunológicas también se 
pueden utilizar para identificar al patógeno (y no sólo para 
detectar y cuantificar anticuerpos en el suero del enfermo), 
cuando se cuenta con sueros hiperinmunes purificados -de 
distribución comercial- dirigidos contra determinados 
agentes microbianos. Esta alternativa diagnóstica rápida, 
empleada de manera independiente o complementaria -en  
referencia al cultivo-, incluye la posibilidad de que el quí- 
mico obtenga resultados "falsos positivos", debido a antige- 
nicidad cruzada entre diferentes microorganismos. 

En conclusión, el PCR y la amplia gama de técnicas 
moleculares relacionadas con ella, aportan al diagnóstico 
bacteriológico una mayor sensibilidad y confiabilidad (ex- 
actitud y precisión), así como una incomparable rapidez. La 

Tabla 2. Características y tiempos asociados al PCR y al diagnóstico tradicional de algul 

1 DIAGN&ST'ICO TRADICIONAL ENEL LABORATORIO 
DE INFECTOLOGIA 

Bacterias/afecciones 

Bwdetella perñrssk 
(tosferina) 

Clostridium difidle 
(colitis pseudomembranosa 
asociada a antibióticos) 

Escherichia col¡ 
(septicemia, infecciones 
urinarias, meningitis, 
etcétera) 
ECET: EKherkhia coli 
enterotoxigénica 
(diarreas agudas 
voluminosas) 
ECEH: Escheridiia coli 
enterohemorrágica 
(graves diarreas 
sanguinolentas) 

Haemophilus inpuenzae 
(meningitis, septicemia, 
carditis, neumonía, etcétera) 

Estudios involuaados 

Cultivo y aislamiento en Bordet-Gengou; las colonias se 
someten a reacciones de quellung con sueros anti-K7 y 
anti-Kl . 

Cultivo anaerobio y aislamiento en TCCFA; las colonias 
se someten a pruebas de ureasa, reducción de nitratos, 
Voges Proskauer, lipasa, lecitinasa, gelatinasa. 
Sobrenadantes de las evacuaciones se enfrentan a las 
antitoxinas A y B, cuyos anticuerpos se encuentran 
adsorbidos a particulas de látex. 
Cultivo y aislamiento en EMB o Endo; las colonias se 
someten a pruebas bioquímicas: fermentación de 
glucosa, lactosa, sacarosa y manitol, citrato, indol, 
movilidad, ácido sulfhídrico, ureasa. 
Cultivo y aislamiento en EMB o Endo; las colonias se 
propagan en gelosa sangre y se someten a pruebas de 
aglutinación con sueros dirigidos contra el 
antígeno 0. 
Cultlvo y aislamiento en EMB o Endo; las colonias se 
propagan en gelosa sangre y se someten a pruebas de 
aglutinación con sueros dirigidos contra el 
antigeno O. 

Cultivo y aislamiento en Levinthal y Fildes; las colonias 
se someten a auxogramas para factores X y V y a 
pruebas de quellung y coaglutinación. 

Tiempo 
prom. 

72 h 

72 h 

48 h 

50 h 

48 h 

- 

3s enfermedades infecciosas. 
AMPLIFICACIÓN POR REACCI~N EN 
CADENA DE LA POLIMERASA ( 

Segmento 
"blanco" 

Tiempo 
promedio 

15480 2.2 h: 
6.5 min/ddo, 
durante 20 
dclos 

gen que codlfica 
la sintesis de la 
toxina B 

1.7 h: 
3.0 min/ciclo, 
durante 35 
dclos 

laci 
IamB 

2.3 h: 
4.0 min/dclo, 
durante 35 
ddos 

gen que codiílca 
la síntesis de la 
toxina LT1 

1.7 h: 
4.0 min/ciclo, 
durante 25 

2.5 h: 
5.0 min/cido, 
durante 30 
dclos 

gen que codifica 
la síntesis de la 
toxina 
Shiga-like 1 
(SR-1 A) 

Continúa en la siguiente pc 

2.5 h: 
5.0 min/ciclo, 
durante 30 
cidos 

.efe- 
enda 

1 

22 

2 

19 

8 

17 

- 
la.. . 
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Tabla 2. Características y tiempos asociados al PCR y al diagnóstico tradicional de algunas enfermedades infecciosas (continuación) 

1 DIAGNÓSTICO TRADICIONAL EN EL LABORATORIO AMPLIFICACI~N POR REACCIÓN EN 
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) I DE INFECTOLOG~A 

I 

1 

HBTicabcrcterpylori 
(gastritis, duodenitis, 
úlceras gástricas y 
duodenales, etcétera) 

MyaobacQrium tvberciilosis Cultivo y aislamiento en Lowenstein Jensen; las colonias 
ítuberculosis) se someten a uruebas bioauimlcas: acumulación de 

Biopsias de los tejidos afectados (obtenidas por 
endoscopía) se someten a tinciones de Ciemsa y a la 
prueba "rápida" de la urea; el enfermo se somete a la 
prueba respiratoria de ureasa (previa ingestión de urea 
3Q; detección de anticuerpos sericos anti-H. pylori. 

nlacina, ~esairollo en preiencia de T2H, arilsulfatasa, 
catalasa, reducción de nitratos. 

Pseudomon<ls aenrginosu Cultivo y aislamiento en gelosa sangre y Mac Conkey; las 
(infecciones nosocomiales, colonias se someten a pruebas bioquímicas: oxidasa, 

NeisseriameningHIdIs 
(meningitis, septicemia) 

septicemia, infecciones en fermentación de glucosa, lactosa, sacarosa y manitol, 
quemaduras, etcétera) 1 ureasa, movilidad, indol, dddo sulfhídrico. 

Cultivo y aislamiento en Thayer Martin; las colonias se 
someten a pruebas de la citocromo oxidasa y de 
oxidación de carbohidratos: glucosa, maltosa, lactosa, 
sacarosa y fructosa. 

fermentación de glucosa, ladosa, sacarosa y manitol, 
ureasa, movilidad, indol, áddo sulfhldrico. 

Scdmonella typhi 
(fiebre tifoidea) 

Shigelh spp Cultivo y aislamiento en XLD, SS y Mac Conkey; las 
(disenteria badlafi colonias se someten a uruebas bioaulmicas: 

Enriquecimiento en caldos tetrationato y selenito; cuRivo 
y aislamiento en gelosa sangre y Mac Conkey; las 
colonias se someten a pruebas bioquimicas: 

fermentación de giucoia, lactosa, sacarosa y manitol, 
ureasa, movilidad, indol, áddo sulfhidrico. 

Strrphyfomcws aureus Cultivo y aislamiento en S1 10 y manitol sal agar; las 
(infecciones nosocomiales, colonias se someten a la prueba de la coagulasa. 
etcétera) I 
Streptococnrspneumonikre Cultivo y aislamiento en gelosa sangre de camero; las 
(neumonía, meningitis, colonias se someten a pruebas de susceptibilidad a 5 U 
septicemia, etcétera) (de optoquina y/o a reacciones de quellung. 

Chlamydia tfwci~omcrtb 
(Enfermedades de 
transmisión sexual, 
tracoma, conjuntivitis, 
etcétera) 

Detección de antlgeno damidial por cultivo en celulas 
McCoy o Heh, o por inmunofluorescencia indirecta, 
ensayo inmunoenzimático, etcetera. 

Vibrlo chdeme O1 
(cólera) 

Enriquecimiento en caldo peptonado alcalino; cultivo y 
aislarnien-to en TCBS; las colonias se some-ten a pruebas 
de aglutinación con suero antiOl y a pruebas de las 
oxidasas, Voges Proskauer, etc. 

1 
1 

12-74 h genes que 2.3 h: 
codifican la 4.0 min/ciclo, 
sintesis de durante 35 ddos 
ureasa A y/o 
proteína 165 
rRNA 

25 dlas diversos genes 1.7 h: 
seleccionados al 2.5 min/ciclo, 
azar, durante 40 ddos 
amplificados 
por RAPD 

% h gen que codifica 1.7 h: 
la síntesis de la 4.0 min/ciclo, 
proteína 165 durante 25 cidos 
rRN A 

48 h 

60 h 

gen que codifica 1.5 h: 
la sintesis de la 3.0 min/ciclo, 
exotoxina A durante 30 ddos I (lm 

gen que codifica 3.7 h: 
la sintesis de 5.5 min/ciclo, 
flagelina durante 40 cidos 

codifica la 4.0 min/ciclo, 
síntesis de durante 35 cidos 
antlgeno 
invasivo H (ipaH) 

48 h gen que codifica 21  h: 
la síntesis de 5.0 min/ciclo 
enterotoxina A durante 25 cklos 
(sea) 

I 1 

12-72 h gen que codifica 4 h: 
la sintesis de la 6.0 min/cicio, 
proteína 16s durante 40 cidos 
rRNA 

56 h gen que codifica 1.7 h: 
la síntesis de la 4.0 min/ciclo, 
toxina colerica durante 25 cidos 
(m) 

- 

11 

13 

- 
17 

- 
1 o 

- 
20 

8 

- 
9 

5 

- 
15 

- 

C 
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tabla 2 resume las actividades y tiempos asociados al 
diagnóstico tradicional de varias enfermedades de origen 
bacteriano, y compara estos últimos con los requeridos 
por el PCR, asimismo, señala los iniciadores de distribu- 
ción comercial y los segmentos "blanco" a amplificar, por 
tratarse de fragmentos específicos del microorganismo en 
cuestión. O 
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