ACTUALIDADES

Rev. Chil. Pediatr. 71 (6); 475-477, 2000

Genomas de microorganismos
y diagndéstico molecular

Gonzalo Osorio A.1

Resumen

En este articulo se exponen los principales descubrimientos de la nueva ciencia denominada
genomica y sus principales repercusiones para el diagnéstico microbioldgico, tales como la nueva

tecnologia de los ADN chips.
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Microbial genomes and diagnosis

This article explores the principal discoveries of the science of genomics, placing emphasis on
those related with DNA microassays and microbiological diagnosis.
(Key words: gen, genomic, DNA, microorganisms.)

INTRODUCCION

El afio 1995 marco un hito en el desarro-
llo de las ciencias bioldgicas, pues en dicha
oportunidad fue secuenciado el genoma
completo de la bacteria Haemophilus in-
fluenzae, primer ser viviente de vida auténo-
ma cuyo patrimonio genético era totalmente
develado (ya se conocia desde hacia varios
anos la secuencia completa del material ge-
nético de algunos virus). Rapidamente fue-
ron apareciendo genomas de otros microor-
ganismos, entre ellos el genoma del primer
eucarionte, el hongo levaduriforme de la
cerveza Saccharomyces cerevisiae. En
1998 era dada a conocer la secuencia com-
pleta del primer organismo multicelular, el
nematode Caenorhabditis elegans. El geno-
ma de la mosca de la fruta Drosophila mela-
nogaster fue publicado en marzo del presen-
te ano y la primera versién del genoma
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humano aparecié el recién pasado mes de
junio, abriéndose asi una nueva era para la
biologia y ciencias médicas del siglo 211,

GENOMAS DE MICROORGANISMOS PATOGENOS

El genoma de un organismo esta definido
como el conjunto de todos sus genes. Cada
gen esta conformado por una secuencia li-
neal de bases nucleotidicas cuyas denomi-
naciones son adenina, timina, citosina vy
guanina (A, T, C y G, respectivamente). La
secuencia total del genoma corresponde en-
tonces a la secuencia lineal de todos los ge-
nes que constituyen dicho genoma. Actual-
mente se ha completado la secuencia de
alrededor de 30 genomas de organismos
procarioticos, muchos de ellos importantes
patégenos humanos como: Neisseria menin-
gitidis, Escherichia coli, Haemophilus in-
fluenza, Mycobacterium tuberculosis, Chla-
mydia sp., Mycoplasma sp. (tabla 1).
Muchos genomas de otros destacados mi-
croorganismos patdgenos estan préoximos a
ser finalizados. Toda esta informacion ha
pasado a integrar bases de datos publicas
de libre acceso via Internet y sin costo algu-
no para el usuarioZ.
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Tabla 1

Microorganismos patdégenos cuya secuencia gendémica
se ha finalizado a fecha julio del afio 2000

Microorganismo

Tamano genoma (Mbp*)

Ao de publicacion

Bacillus subtilis

Borrelia burgdorferi
Campylobacter pylori
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia trachomatis
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Helicobacter pylori
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria meningitidis
Rickettsia prowazekii
Treponema pallidum

4.20 1997
1.44 1997
1.64 2000
1.23 1999
1.05 1998
4.60 1997
1.83 1995
1.66 1997
4.40 1999
0.58 1995
0.81 1996
2.27 2000
1.10 1998
1.14 1999

* Mbp: 108 pares de bases.

La informacion obtenida de esta forma
puede ser utilizada para mejorar sustancial-
mente el diagndstico de varias enfermeda-
des infecciosas, por ejemplo, posibilitara
identificar mutaciones o segmentos génicos
comunes para cada patdégeno o grupo pato-
geno (polimorfismos genéticos) y que no se
encuentren presentes en otros grupos. Ta-
les secuencias seran patognomdnicas para
indicar infeccion por dichos microorganis-
mos. Se podra entonces disefiar partidores
para PCR (reaccion en cadena de la polime-
rasa) o sondas de hibridacion especificas
para identificar cada microorganismo en es-
tudio. Otras técnicas genéticas como el
RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar),
RFLP (poliformismo de tamano de fragmen-
tos de restriccion), y campo pulsado, entre
otras, se robusteceran y ampliaran con los
nuevos descubrimientos. Particularmente, la
técnica genética de los llamados chips de
ADN, en pleno desarrollo actual, tendra a
futuro un papel preponderante.

ADN CHIPS

Esta técnica se basa esencialmente en
un soporte artificial de un tamafo aproxima-
do entre 2-4 cm?, donde podemos unir orde-

nada y separadamente moléculas de ADN de
diferentes secuencias nucleotidicas, en un
numero aproximado entre 10 000-400 000
dependiendo del tipo de chip empleadosS,
Cada uno de estos chips se utiliza entonces
como patrén de hibridacion, esto es, como
sitio de union de una sonda mediante com-
plementaridad de bases (A/T y G/C). El aci-
do nucleico que se utilizarda como sonda
debe marcarse, ya sea por métodos radiacti-
vos o por métodos colorimétricos no-radiac-
tivos. La sonda marcada es aplicada enton-
ces al chip, permitiendo la hibridacién y
luego se deben realizar varios lavados para
eliminar las moléculas de sonda que se
unieron inespecificamente. Como resultado
de tal procedimiento se obtendran cientos
de manchas de hibridacion que revelan que
en dicho sitio se unié especificamente la
sonda empleada. La lectura se realiza me-
diante un dispositivo conectado directamen-
te a un computador que indica la intensidad
de cada mancha de hibridacién, y por lo tan-
to indirectamente el grado de identidad en-
tre la sonda empleada y las moléculas de
ADN que conforman el chip. Por ejemplo, se
puede disefiar un chip que contenga seg-
mentos de ADN de 25 nucledtidos de largo
sintetizados in situ aleatoriamente en un nu-
mero aproximado de 50 000 fragmentos di-
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ferentes (tecnologia Affymetrix). Una mues-
tra clinica de un paciente con shock endo-
toxico podra entonces utilizarse para aislar
el agente, obtener su material genético, mar-
carlo e hibridar dicho material con el chip an-
teriormente descrito. Rapidamente y sin ne-
cesidad de secuenciar el genoma completo
del microorganismo podremos obtener un
patron de hibridacion genémico caracteristi-
co, compararlo con una base de datos, e
identificar la especie y cepa de microorga-
nismo involucrado con un alto nivel de con-
fianza. Otros ADN de diferentes microorga-
nismos o de distintas cepas diferiran en el
patron de hibridacién obtenido, indicando
asi la existencia de diferencias a nivel de
diversos segmentos genéticos. Tales chips
de ADN ya se encuentran disponibles en el
comercio para varios microorganismos.

Por otra parte, dado el avance vertigino-
so del area gendmica ya ha comenzado el
desarrollo paralelo de la llamada area post-
gendmica o protedmica. Esta area consiste
en identificar primero el conjunto de protei-
nas que conforman una célula viviente y lue-
go entender como este conjunto de protei-
nas interaccionan entre si in vivo, con el fin
de poder desentrafiar los mecanismos de
respuesta celular frente a variadas condicio-
nes ambientales, tales como: temperatura,
estrés acido, presencia de sustancias toxi-
cas, etc. El conocimiento de proteinas de
microorganismos patégenos que sean Uuni-
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cas para él o que se expresen solo cuando
este entra en contacto con su hospedero,
seré. también un gran aporte al area del
diagnéstico molecular. Se podran disefar
técnicas que detecten anticuerpos contra
proteinas especificas para ciertos microor-
ganismos y que se expresen Unicamente in
vivo, con el objetivo de disminuir posibles
reacciones cruzadas con otros antigenos.
Seguramente todas las técnicas de diag-
ndstico microbiolégico basadas en secuencias
de acidos nucleicos y proteinas de microorga-
nismos tendran a corto plazo un desarrollo ex-
plosivo y de consecuencias enormes para el
diagnodstico microbiolégico molecular y por
ende para el beneficio de la medicina. El
siglo 21 le abre sus puertas a una nueva
biologia, mas globalizante, con una vision
holistica del fendmeno viviente y con insos-
pechados fendmenos aun por descubrir.
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