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La protedmica, un nuevo reto para la microbiologia clinica

Proteomics, a new challenge for clinical microbiology
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No cabe duda de que un diagndstico temprano de la infeccion
es decisivo para una correcta orientaciéon terapéutica y un
pronostico favorable del paciente infectado. Sin embargo, en la
practica clinica diaria, los métodos convencionales de diagnostico
de las enfermedades infecciosas se enfrentan, en muchas
ocasiones, a ciertas dificultades relacionadas con la falta de
precision (escasa sensibilidad y especificidad), lentitud y proble-
mas técnicos (de estandarizacién, reproducibilidad, interpre-
tacién, etc.)!™>. Estas limitaciones no sbélo han propiciado el
desarrollo de técnicas de diagndstico mas eficaces y automati-
zadas, sino que también han supuesto en la comunidad cientifica
un desafio estimulante en la bisqueda de nuevos biomarcadores
de infeccion.

Los avances producidos en los Gltimos afios en las diferentes
disciplinas bidémicas (genémica, protedmica y metabolomica,
entre otras), reforzados ademas por la bioinformatica, ofrecen
hoy por hoy una oportunidad sin precedentes para el descubri-
miento de perfiles moleculares y biomarcadores de utilidad para
el microbidlogo clinico. Estas tecnologias bidmicas, que pretenden
dar una visidon en conjunto de lo que ocurre en un tipo celular,
tejido u organismo abordando su objeto de estudio de una manera
global®’, pueden previsiblemente cambiar, en un futuro no muy
lejano, el diagndstico de laboratorio de las enfermedades
infecciosas, especialmente en aquellos ambitos donde las técnicas
tradicionales han mostrado sus principales carencias. Cabe
destacar que de todas ellas, la protedmica es quizas la metodo-
logia biémica que ha despertado en nuestros dias mayores
expectativas en el campo de la biomedicina y, en particular, en
el de las enfermedades infecciosas®. Este interés especial se debe a
que su objeto de estudio es el analisis sistematico y a gran escala
del proteoma (el conjunto de todas las proteinas expresadas por el
genoma de una célula, tejido u organismo) en un momento dado y
en determinadas condiciones de tiempo y ambiente®. Estos
productos génicos finales muestran un gran potencial como
moléculas biomarcadoras de numerosas enfermedades®!%1! ya
que estan implicados en la mayoria de los procesos fisiologicos y
patologicos de las células.
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En la metodologia protedmica suelen diferenciarse normal-
mente tres fases en las que se emplean diferentes herramientas
para: la separacion de proteinas (mediante electroforesis bidi-
mensional o cromatografia multidimensional), la identificacion de
éstas (a través de la espectrometria de masas) y el andlisis e
interpretacion de los datos obtenidos (mediante la bioinforma-
tica)'?2. Como se destacardn a continuacién, existen varias
aplicaciones interesantes de esta tecnologia biémica al diagnos-
tico de las enfermedades infecciosas, algunas de las cuales se
postulan como alternativas prometedoras a dicho diagnostico de
laboratorio rutinario en los préoximos afios.

Un ejemplo de ello es el articulo publicado en el presente
nimero de la revista'®, en el que se propone el uso de la
espectrometria de masas con ionizacion por desorcién con laser
asistida por una matriz y con analizador de tiempo de vuelo
(MALDI-TOF, acrénimo del inglés matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight). Se realiza sobre aislados clinicos de
bacterias grampositivas y gramnegativas de diversos origenes
como un método rapido, preciso y econémico (si se excluye el
coste derivado de la amortizacion del espectrometro de masas)
para la identificacion directa de éstas, en la especie, a partir de su
crecimiento en medios de cultivo habituales. La espectrometria de
masas también ha resultado ser igualmente Gtil para la identifi-
cacion rapida y fiable de bacterias y hongos patbgenos directa-
mente de un hemocultivo!*~'6, Esta metodologia, con potencial
para remplazar y complementar las técnicas convencionales de
identificacion de microorganismos en el laboratorio de microbio-
logia clinica, permite la instauracion de un tratamiento clinico
temprano orientado por sexo o especie, contribuyendo a reducir la
morbilidad y mortalidad de los pacientes infectados!”"'8,

Otra modalidad de esta metodologia protedmica es la
espectrometria de masas con ionizacion por desorcidon con laser
inducida en superficie y con analizador de tiempo de vuelo
(SELDI-TOF, acrénimo del inglés surface-enhanced laser desorption
ionization time-of-flight)'®-2%, En ésta se realiza un fraccionamiento
previo de la muestra basado en la captura selectiva de las
proteinas (mediante anticuerpos, interacciones hidrofilicas, hidro-
fobicas o de naturaleza ionica, etc.) sobre una superficie metalica
de una matriz de baja densidad, en la que tendrd lugar
posteriormente la ionizacion. Para ello se requiere una minima
cantidad de muestra para el analisis y es util para el descubri-
miento de biomarcadores y patrones de proteinas con potencial
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para diagndsticar la infeccion, predecir estados de la enfermedad
infecciosa e informar sobre los procesos de ella>>?!. A modo de
ejemplo, su aplicacién al analisis protedémico del liquido amni6-
tico de mujeres embarazadas, con parto prematuro o rotura
temprana de membranas y con una amniocentesis que descarta
cualquier infeccion intraamnioética, ha resultado ser eficaz para
identificar sepsis neonatal de inicio temprano??,

Cabe seiialar, igualmente, que las micromatrices (microarrays o
biochips) de proteinas permiten el analisis e identificacion simulta-
nea de grandes paneles de biomarcadores de interés clinico en el
campo de la biomedicina y en especial en el de las enfermedades
infecciosas?>~25, Dada la versatilidad y diversidad de los sistemas de
micromatrices, en la actualidad existe una gran expectaciéon acerca
de sus mdltiples posibilidades en el campo de la microbiologia
clinica. Asi, por ejemplo, el uso de micromatrices con proteinas de
agentes infecciosos en ensayos serologicos es un método rapido,
sensible y simple para la identificacién indirecta de la infeccion asi
como de los perfiles de reactividad de los anticuerpos séricos
dirigidos frente a un amplio espectro de antigenos, muchos de los
cuales tienen un gran potencial clinico y/o terapéutico®>24,

Por otro lado, la caracterizacion del inmunoma (la parte del
proteoma que actia como diana del sistema inmunitario®’) de un
agente infeccioso bajo una determinada condicion fisiologica,
patoldgica o farmacoldgica, también se puede realizar mediante
el analisis del proteoma serologico (SERPA, acrénimo del inglés
serological proteome analysis)'"?8-3%, Al igual que las micromatrices
de grupos de antigenos, esta tecnologia también ofrece una
oportunidad excepcional para obtener una vision global e integrada
de la respuesta serologica frente al agente infeccioso y de las bases
moleculares de la patogenicidad, asi como para el descubrimiento
de biomarcadores y perfiles moleculares con potencial diagndstico,
prondstico y terapéutico para las enfermedades infecciosas. SERPA
es una técnica inmunoprotedmica que se basa en la combinacion
de la protedmica clasica con la serologia®'. En primer lugar, el
proteoma o subproteoma del agente infeccioso de interés se separa
en una matriz de poliacrilamida en funcion del punto isoeléctrico y
peso molecular de sus proteinas constituyentes mediante electro-
foresis bidimensional (2-DE) y después se transfiere a una
membrana, sobre la que se aplican sueros de pacientes infectados
y controles para detectar aquellas proteinas que son inmunogé-
nicas, a través de la técnica de western-blotting o immunoblotting.
Estas proteinas son posteriormente identificadas mediante espec-
trometria de masas y los diferentes perfiles bidimensionales de
reactividad de los anticuerpos séricos frente a estas proteinas se
comparan mediante andlisis bioinformaticos manejando datos
clinicos. La aproximaciéon inmunoprotedmica, en sus distintas
variantes, ha proporcionado un namero relativamente alto de
posibles nuevos biomarcadores de diagnéstico, prondstico, predic-
cién o monitorizacion de miultiples enfermedades infecciosas, e
incluso de dianas terapéuticas para el disefo de futuras inmuno-
terapias o vacunas frente a éstas2831-34,

Entre los desafios futuros de la proteémica en el campo de la
microbiologia clinica se encuentran la validacion de esta nueva
generacion de biomarcadores proteémicos en ensayos de proto-
tipos adecuados®>~3%, uno de los principales cuellos de botella al
que se enfrentan las disciplinas bidmicas. No obstante, el
microbidlogo clinico no debe quedarse indiferente ante los
avances que se estan produciendo en este campo, dado que
suponen una oportunidad sin precedentes para el diagnéstico de
las enfermedades infecciosas.
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