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INTRODUCCION

El diagnéstico de las enfermedades infecciosas es nor-
malmente contemplado como una tarea compartida ex-
clusivamente por el clinico y el microbiélogo. Sin em-
bargo, existen diferentes situaciones en que la anatomia
patoldgica proporciona una informacién fundamental en
el diagnéstico y tratamiento de este tipo de afecciones.
Asi, existen circunstancias en que el papel del patSlogo
es mas relevante:

— Cuando no se dispone de tejido en fresco para cultivo,
las muestras fijadas son la tnica fuente que puede in-
formarnos sobre la naturaleza del proceso.

— Algunos microorganismos patégenos, como Preumo-

“cystis carinii, s6lo pueden ser diagnosticados por mé-
todos morfolégicos.

— El estudio histopatoldgico es, en algunas ocasiones, el
tnico medio que define el significado patoldgico de
determinados agentes aislados en cultivo (1).

Las dos limitaciones mas importantes de los métodos
morfolégicos convencionales para-el diagndstico de las
enfermedades infecciosas son su sensibilidad y especifi-
cidad relativamente bajas. Los factores que afectan a la

sensibilidad son la cantidad de tejido disponible y el tipo
de técnica especial de tincién utilizada. En relacién a la
especificidad, con la excepcién de algunos virus (cito-
megalovirus), hongos (P. carinii) y protozoos (Toxoplas-
ma gondii), la identificacién morfolégica del microorga-
nismo, en especial en el caso de bacterias, es imposiblé
por métodos puramente morfolégicos. ‘

Las técnicas de analisis de 4cidos nucleicos en el
estudio de agentes infecciosos tienen la ventaja de iden-
tificar microorganismos sin tener que utilizar técnicas
especiales y tediosas de aislamiento. Asimismo, son ca-
paces de detectar organismos no viables, microorganis-
mos que no pueden ser cultivados (2), y ponen de mani-
fiesto cambios genéticos que pueden tener implicacio-
nes patogenéticas y terapéuticas. El impacto de estas
técnicas ha sido tal que se ha llegado a sugerir que la
meta final en el 4mbito de la microbiologia es eliminar
los cultivos rutinarios de bacterias, virus y hongos.

Las técnicas cldsicas de deteccion de DNA se han
aplicado extensamente en la deteccién y andlisis de
agentes infecciosos. La técnica de Southern blot ha sido
considerada como el método de eleccién debido a su
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, sus limitacio-
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ANEXO: primers y condiciones de amplificacion.

Micobacteriosis

Ante una lesién s’ospechosa de micobacteriosis realiza-
mos, en primer lugar, una reaccién de PCR con primers
especificos para el complejo Mycobacterium tuberculo-
sis (secuencia de insercién IS6110), que amplifican un
fragmento de 123 bp. En caso de que ésta fuese negati-
va, el caso se estudia mediante nested-PCR con primers
frente al gen hsp65. Si el resultado es positivo, el pro-
ducto amplificado se digiere con Nar 1, que produce
cuatro fragmentos de 150, 120, 70 y 43 pb en el caso de
M. tuberculosis y tres fragmentos de 220, 120 y 43 pb
en casos de Mycobacterium avium/intracellulare. Si se
obtiene un patrén de restriccién diferente, no dispone-
mos de informacién para identificar Ia especie. Incluso
cabe la posibilidad de haber amplificado alguna mico-
bacteria saprofita sin significado patGgeno. ‘

Secuencia de los primers que amplifican un fragmento

de 123 pb de la secuencia de insercién 1S6110 del com-

plejo M. tuberculosis:

IS6110-F: CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG
IS6110-R: CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG

Condiciones de amplificacién: primers: 0,25 mM, dNTP:

0,2 mM, CI2Mg: 1,5 mM y 2 U de polimerasa para una -

reaccién de 50 ml. Ciclo térmico: 94 °C 5 m; 40 ciclos
de94°C1m30s,65°C1m30s,72°C2m;72°C5m.

Secuencia de los primers que amplifican un fragmento
de 439 pb de la secuencia del gen hsp65 de las mico-
bacterias:

Primers externos:

hsp65 (439)-F: ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT
hsp65 (439)-R: CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT

Condiciones de amplificacién: primers: 0,5 mM, dNTP:
0,2 mM, CI2Mg: 1,5 mM y 2 U de polimerasa para una
reaccién de 50 ml.

Primers internos, que generan un fragmento de 383 pb:

hsp65 (383)-F: GAG ATC GAG CTG GAG GAT CC
hsp65 (383)-R: AGC TGC AGC CCA AAG GTGTT

Condiciones de amplificacién: primers: 1 mM, dNTP:
0,2 mM, CI2Mg: 1,5 mM y 2 U de polimerasa para
una reaccion de 50 ml. Ciclo térmico: 94 °C 5 m; 40 ci-
closde 94°C1m30s,60°C1m30s,72°C 2 m;
72 °C 5 m.

Helicobacter pylori
Secuencia de los primers que amplifica un fragmento de
389 pb del gen cagA:

cagA-F: GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG G
cagA-R: CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A

Condiciones de amplificacién: primers: 0,1mM, dNTP:
0,2 mM, CI2Mg: 1,5 mM y 2 U de polimerasa para una
reaccién de SO ml. Ciclo térmico: 94 °C 5 m; 40 ciclos
de94°C1m,56°C1m,72°C1m;72°C5m.

Virus del papiloma humano (HPV) anogenitales
Secuencia de los primers que amplifican una secuencia
de la ORF L1 de HPV anogenitales:

MY11: GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG
MY09: CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC
M: A+C; R: A+G; W: A+T; Y: C+T.

Condiciones de amplificacién: primers: 0,5 mM, dNTP:
0.2 mM, CI2Mg: 2 mM, 2 U de polimerasa para una reac-
cién de 50 ml. Ciclo térmico: 94 °C 5 m; 40 ciclos de
94°C1m, 55°C1m30s,73°C1m30s;72°C5m.
El producto amplificado tiene un tamafio aproximado de
450 pb. La digestién con Rsa I genera los siguientes
fragmentos, segtin el tipo viral: HPV 6: 159, 149, 73, 67;
HPV 11: 216, 134, 73, 26; HPV 16: 309, 71, 70; HPV
18: 134, 125, 85, 73, 38; HPV 33: 236, 101, 73, 39;
HPV 31 y HPV 51: 379, 373.

Virus de Epstein-Barr (VEB)

Secuencia de los primers que amplifican un fragmento
del gen EBNA-2 de 168 pb en casos de VEB tipo 1 o tipo
Ay de 184 pb en el tipo 2 o tipo B:

EBNA-2-F: AGG CTG CCC ACC CTG AGG AT
EBNA-2-R: GCC ACC TGG CAG CCC TAA AG

Condiciones de amplificacién de EBNA-2: concentracién
de primers: 0,5 mM, dNTP: 0,2 mM, CI2Mg: 1.5 mM y
2 U de polimerasa para una reaccién de 50 ml. Ciclo
térmico: 94 °C 5 m; 40 ciclos de 94 °C 1 m, 56 °C 1 m,
72°C1m;72°C35m.

Secuencia de los primers que amplifican un fragmento del
gen LMP-1 de 161 pb y de 131 pb cuando existe delecién:

LMP-1-F: CGG AGG AGG TGG AAA ACA AA
LMP-1-R: GTG GGG GTC GTC ATC ATC TC

Condiciones de amplificacién de LMP-1: primers: 1 mM,

~ dNTP: 0,2 mM, CI2Mg: 1.5 mM y 2 U de polimerasa para

una reaccién de 50 ml. Ciclo térmico igual para EBNA-2.
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incluidas en parafina es baja, por lo que se requiere la
realizacién de un nested-PCR que amplifica una secuen-
cia de 383 pares de bases. Aunque no contamos con
informacién del patrén de restriccién de esta secuencia
en las distintas especies, Ghossein y cols. (5) han publi-
cado el patrén caracteristico con Nar I para M. tubercu-
losis y Mycobacterium avium/intracellulare, que son las
dos micobacteriosis mas comunes. No obstante, el cono-
cimiento del patrén de restriccién de otras micobacterias
como Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortui-
tum o Mycobacterium abcessus, serfa de utilidad a la
hora de valorar determinadas lesiones, como por ejem-
plo las cutdneas producidas por estas micobacterias no
tuberculosas.

Un hecho a tener en cuenta cuando se amplifica esta
secuencia del gen hsp65 es que pueden obtenerse ampli-
ficaciones positivas sin significado clinico, dado que la
muestra de la que partimos no es estéril (bloque de para-
fina) y la mayor parte de las micobacterias no tubercu-
losas pueden ser saprofitas en agua, suelo, etc.

Se ha sugerido que las caracteristicas especiales de la
pared de las micobacterias suponen una dificultad a la ex-
traccion del DNA bacteriano. Por ello se han propuesto
distintos métodos para favorecer la extraccién en mues-
tras clinicas (10). En concreto, cuando se utiliza material
fijado en formol e incluido en parafina, algunos proto-
colos prolongan la extraccién con proteinasa K hasta
5 dias, o someten el producto de esta digestién a cho-
ques térmicos pasando sucesivamente la muestra desde
ebullicién a congelacién en nitrégeno liquido.

'

HELICOBACTER PYLORI

Diversos estudios epidemiolégicos han relacionado la
infeccién por H. pylori con un incremento en el riesgo
de padecer cdncer gastrico. Ademds, este microorganis-
mo es la principal causa de gastritis crénica, el paso ini-
cial en el proceso de carcinogénesis géstrica (11). Dado
que la infeccién por H. pylori es relativamente frecuen-
te y que sélo un porcentaje bajo de pacientes desarrolla
céncer de estdmago, existe un interés creciente en detec-
tar los factores ambientales, endégenos del huésped o
dependientes del microorganismo que puedan influir en
la progresién de la infeccién hasta el desarrollo de la
neoplasia. Entre estos ltimos factores, los dependientes
de la cepa de H. pylori, se estdn estudiando diferentes
genes que estan relacionados con su patogenicidad, en
especial el gen vacA (12), que codifica la proteina va-

- 177

Aplicacién de las técnicas de biologra molecular al estudio de enfermedades relacionadas con agentes infecciosos

cuolizante, y el gen cagA (13) (asociado a citotoxina A),
que codifica una protefna no citotéxica cuya produccién
se asocia frecuentemente a la de citotoxinas.

En relacién al primer gen, existen diversos genoti-
pos. habiéndose relacionado el vacA sla con una mayor
inflamacién y riesgo de tlcera (12, 14). Con respecto al
gen cagA, existen dos genotipos: cagA* y cagA-. El
genotipo cagA*, que generalmente se asocia al vacA sla,
ocurre en el 50% al 60% de los casos aislados y su pre-
sencia se ha relacionado, en algunas series, con una
mayor incidencia de Ulcera péptica, gastritis atréfica y
cancer gastrico (14). No obstante, parecen existir dife-
rencias geogréficas en cuanto a la frecuencia de los dis-
tintos genotipos y a su importancia en la patogenicidad,
por lo que serfa interesante determinar estos genotipos
en nuestra poblacién y establecer su relacién con las dis-
tintas afecciones gdstricas. Un abordaje relativamente
facil serfa la tipificacin de H. pylori en las biopsias gds-
tricas mediante PCR, lo que permitiria la adecuada
correlacion entre la informacién morfoldgica y molecu-
lar. En este sentido, existen diferentes parejas de primers
para la deteccién (15) y tipificacion (12, 13) de H. pylo-
ri que funcionan adecuadamente en material fijado en
formol e incluido en parafina (Fig. 17).

LESIONES ANOGENITALES Y VIRUS
DEL PAPILOMA HUMANO (HPV)

La asociacion entre la infeccién por determinados tipos
de HPV y el desarrollo de carcinoma de cérvix y lesio-
nes precursoras ha quedado establecida durante los dlti-
mos afos mediante estudios epidemioldgicos, clinicos y
experimentales. Entre los aproximadamente 100 tipos de
HPYV descritos, més de 30 son capaces de producir lesio-
nes anogenitales. Dada esta gran diversidad de tipos
virales, es necesaria la utilizacién de métodos de detec-
cién y tipificacién sensibles y discriminativos (16).

Para detectar un amplio niimero de tipos de HPV en
una sola reaccién de PCR se han utilizado diferentes pri-
mers consenso, generalmente degenerados, que recono-
cen secuencias conservadas del genoma viral. Los mar-
cos de lectura abierta (ORF) mds conservados entre los
distintos tipos de HPV son E1 y L1 (Fig. 1E-I). La tipi-
ficacidn posterior se lleva a cabo por diferentes métodos
como son la hibridacién con sondas especificas de cada
tipo, el andlisis con enzimas de restriccién y la secuen-
ciacion. El método de mas fécil aplicacion rutinaria es el
andlisis de restriccion.
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protefna. La frecuencia de la delecién varia segun el tipo
de afeccion y el drea geogrifica estudiada, habiéndose
sugerido en algunos trabajos una relacién entre ella ¥y un
curso clinico més agresivo de las neoplasias.

Dadas las variaciones geogréficas comentadas en
relacidn a las caracteristicas del VEB y la afeccién pro-
ducida, creemos de interés que se aborden este tipo de
estudios moleculares en nuestros laboratorios.
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