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Los chips o arrays de ADN son una serie de sondas de ADN
unidas a un soporte soélido en una disposicion regular y
prefijada. El acido nucleico diana que sera detectado puede
ser ADN o ARN y previamente a la hibridacion debe ser
marcado con una sustancia fluorescente o radiactiva. La
principal ventaja con respecto a las técnicas de biologia
molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa es
que pueden detectarse en un tnico procesamiento miles de
genes. Hasta la actualidad la aplicacion de los arrays de
ADN en el campo de la microbiologia clinica es escasa.
Dentro de las aplicaciones especificas cabe destacar:

a) Investigacion de la patogenia bacteriana; b) analisis de la
evolucion bacteriana y epidemiologia; c¢) estudio de los
mecanismos de accion y de resistencia de los antibiéticos, y
d) diagnoéstico microbiologico de las enfermedades
infecciosas.

Si bien esta metodologia se encuentra todavia en fase
embrionaria por lo que respecta a su aplicacion en el campo
del diagnostico microbioldgico, presenta una serie de
ventajas que la hacen muy atractiva y en un futuro pueda
ser una técnica muy valida para el diagnéstico de las
enfermedades infecciosas.

Palabras clave: Arrays de ADN. Microarrays de ADN.
Microchips de ADN. Aplicaciones. Diagndstico molecular.

Basis, types and application of DNA arrays in clinical
microbiology

The DNA microarrays or microchips are sets of DNA probes
bound to a solid support in a prefixed and regular
disposition. The target nucleic acid that can be detected is
either DNA or RNA, which is previously labeled with a
fluorochrome or a radioactive compound. The main
advantage with respect to other molecular biological tools,
such as polymerase chain reaction, is that thousands of
genes can be detected in a single procedure. The application
of the DNA arrays in the field of clinical microbiology is so
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far scarce. Among the specific applications we can point
out: 1. Investigation of bacterial pathogenesis; 2. Analysis of
bacterial evolution and molecular epidemiology; 3. Study of
the mechanisms of action and resistance to antimicrobial
agents and 4. Microbiological diagnostic of the infectious
diseases. This methodology is still in an embryonic phase
with respect to its application in clinical microbiology.
However, it presents a series of advantages that make it
very attractive and in the future it may become a valuable
tool for the diagnosis of infectious diseases.

Key words: DNA arrays. DNA microarrays. DNA microchips.
Molecular diagnosis.

Introduccion

La investigacién microbiolégica a nivel molecular esta
viviendo un cambio espectacular en los tltimos afios. En
apenas una década se ha pasado de trabajos basados en el
estudio de uno o unos pocos genes al andlisis de los
genomas en su totalidad. Gracias a los avances
tecnolégicos, la secuenciacién de genomas es algo cada vez
mas frecuente, y desde que en 1995 se publicara el primer
genoma completo de un ser vivo, Haemophilus influenzae?,
ya se han descrito unos 145 genomas completos (incluyendo
los de 19 organismos eucariotas como el hombre o el ratén)
y aproximadamente 600 estdn siendo secuenciados en la
actualidad.

Asociada a esta explosion de datos y conocimientos ha
aparecido una nueva terminologia como genémica, que hace
referencia al estudio de genomas completos, ya sea de
manera individual (tamano, nimero de genes y posicién en
el genoma, agrupaciones génicas, etc.) o comparando
distintos genomas; transcriptémica o genémica funcional,
referido al estudio de los genes que se expresan en un
momento determinado; y proteémica, relativo al estudio de
las proteinas expresadas en una condicién determinada y al
cual no haremos referencia en esta revision, en la que se
presentan el fundamento y las variantes de los microarrays
de ADN, asi como sus aplicaciones en el campo de la
microbiologia médica.

Arrays de ADN

La aplicacién mas conocida y probablemente la que esta
generando més datos en estos momentos es la técnica de la
hibrizaciéon mediante arrays de ADN. Buena prueba de ello
es el importante aumento en el nimero de publicaciones
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basadas en esta técnica en los ultimos anos, en particular
en el campo de la microbiologia (fig. 1).

Un array es un conjunto de sondas moleculares fijadas de
manera ordenada sobre un soporte sélido. Estas sondas
pueden ser clones de ADN, productos de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) o bien oligonucleétidos sintéticos.
Ademaés, debido a su creciente popularidad, el término
array por extension también hace referencia a la técnica
que utiliza estos soportes (hibridacién mediante array).

El desarrollo de esta técnica ha sido posible gracias a
los avances en nuestro conocimiento de los genomas y a los
avances tecnoldgicos. De hecho, la idea o el concepto basico
es el mismo que el de las técnicas clasicas de dot-blot. La
diferencia principal radica en la automatizacién del
proceso, donde la nanotecnologia ha permitido que los
nuevos robots puedan procesar de manera simultanea
decenas de miles de reacciones de PCR y depositar estas
sondas moleculares en forma de microgotas en una
superficie de uno o varios centimetros cuadrados.

La sintesis de los arrays supone la impresion y fijacion
de sondas de ADN sobre un soporte sélido con afinidad por
el ADN. Estos soportes generalmente son membranas de
nitrocelulosa o nailon, o bien portaobjetos recubiertos con
residuos de polilisinas u otro compuesto capaz de unir
ADN. En cuanto a las sondas, pueden ser clones de ADN
procedentes de una genoteca, productos de PCR obtenidos a
partir del genoma de interés o bien oligonucleétidos
sintéticos (fig. 2).

La figura 3 muestra un esquema general de la técnica de
hibridacién mediante la utilizacién de arrays. Las muestras
pueden ser ADN o ARN, segun se trate de un analisis
genémico (genotipificacion) o bien un analisis de la
expresion génica (genémica funcional). Una vez purificado
el 4cido nucleico se procede a su marcado, que puede ser
radiactivo o fluorescente. Esta ultima es la més popular,
no s6lo por su menor peligrosidad sino porque ademas
permite hibridar dos muestras simultdneamente si se
utilizan dos fluorocromos distintos (fig. 4). En el caso del
ADN, se fragmenta mediante sonicaciéon o digestion
enziméatica parcial y a continuacién se procede a su
marcado mediante una polimerasa. En el caso del ARN el
marcaje se lleva a cabo durante el proceso de transcripcién
inversa.

Una vez marcado el ADN (o ADNc) se procede a su
hibridacién con el array sintetizado previamente,
uniéndose cada ADNc a la sonda correspondiente.
A continuacion se somete al microarray a una serie de
lavados para eliminar el exceso de ADNc que ha hibridado
inespecificamente y se procede a la medicién de la senal. En
el caso de la radiactividad se utilizan principalmente
sistemas de captacion de imagenes radiactivas, ya que su
superior dinamismo, sus tiempos de exposicién més cortos y
el hecho de obtener los resultados ya en formato digital los
convierten en los métodos de eleccion frente a las clésicas
peliculas de rayos X. Para las muestras marcadas
fluorescentemente se utiliza un escaner provisto de un laser
y una serie de filtros capaces de excitar los fluorocromos y
captar la fluorescencia.

En cualquiera de los dos métodos se genera una imagen
que se somete a un proceso de digitalizacion, normalizacién
y cuantificacién. Tras este tratamiento se obtiene una
coleccién de datos con las intensidades correspondientes a
cada gen incluido en el array. Finalmente se procede al
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Figura 1. Ntimero de publicaciones en las que se utilizan los microarrays de
ADN en el campo de la microbiologfa frente al total de publicaciones en otros
campos.
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Figura 2, Fundamento de los arrays de ADN.

anélisis de los datos, que en ocasiones se convierte en una
tarea compleja, pues la ventaja de esta técnica es que
permite obtener una enorme cantidad de informacién en un
tnico experimento. Por ejemplo, si utilizamos un
microarray (v. mas adelante) con 10.000 sondas fijadas es
posible incluir todos los genes de Escherichia coli K12 (casi
5.000) por duplicado, lo que supone que en un unico
experimento se obtienen 20.000 valores: dos valores de
expresion en la muestra control y dos valores en la muestra
problema para cada gen. Sin embargo, esta gran cantidad
de informacion se convierte en un problema importante a la
hora de analizar todos los datos manualmente.
Precisamente este aspecto supone la necesidad de analisis
de tipo estadistico para poder analizar los resultados. Por
esta misma razon, la ayuda de los sistemas informaticos es
clave para el andlisis de todos los datos por un lado, y evitar
la subjetividad inherente del propio investigador, por el
otro. La aplicacién de la estadistica es especialmente
importante cuando el investigador no conoce de antemano
algunos genes cuya expresion varie en el sistema analizado,
es decir, controles que permitan determinar de manera
objetiva cual es el valor a partir del que se va a considerar
que existe un cambio en la expresion de un gen. En esos
casos, evitar la subjetividad a la hora de establecer este
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Figura 3. Esquema de la preparacién de los microarrays de ADN y del procesamiento de las muestras para su analisis mediante microarrays de ADN.

Figura 4. Fragmento de un microarray de ADN donde se compara la expresién
génica de una cepa control y una cepa problema. Los puntos rojos indican
expresion inicamente del gen en la cepa control, los puntos verdes aquellos
genes que se expresan unicamente en la cepa problema y los puntos
amarillos/naranjas los genes que se expresan en ambas cepas.
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casos, evitar la subjetividad a la hora de establecer este
punto de corte es fundamental.

Tipos de arrays

La nomenclatura en este campo es bastante variable y
en ocasiones subjetiva, de modo que podemos encontrar en
la literatura el término microarray como sinénimo de array.
A pesar de ello, en la mayoria de los casos se distinguen
dos tipos principales de arrays: macroarraysy microarrays.
Las diferencias entre ambos tipos se basan en el tipo de
soporte, el marcado de las muestras, el tamano del array y
el nimero/densidad de sondas fijadas sobre el soporte. En
la tabla 1 se muestran las principales ventajas e
inconvenientes de cada uno de ellos.

Macroarrays

Consideraremos macroarrays aquellos arrays en los que
las sondas se depositan e inmovilizan sobre un soporte tipo
membrana, generalmente de nitrocelulosa o nailon. Este
tipo de arrays utilizan en la mayoria de los casos un
marcado de tipo radiactivo, aunque el quimioluminiscente
también se ha utilizado en alguna ocasién?. El hecho de
utilizar radiactividad implica la necesidad de utilizar un
macroarray para cada muestra o control. Los macroarrays
generalmente contienen entre decenas y algunos miles
de sondas, y pueden considerarse como los primeros arrays,
pues ya en 1993 fueron utilizados por el grupo del
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TABLA 1. Ventajas e inconvenientes de los distintos tipos de arrays de ADN

Ventajas

Inconvenientes

Maés barato

Puede sintetizarse en el propio laboratorio

Permite hibridaciones interespecificas

Gran variedad disponible en el mercado

Kits para diagnéstico (LiPA)

Utiliza volimenes pequefios

Alta densidad de sondas

Puede sintetizarse en el propio laboratorio

Permite hibridaciones interespecificas

Pueden procesarse dos muestras a la vez
en un mismo microarray

Macroarrays

Microarrays en portaobjetos

Gene-Chip Utiliza volimenes pequefios

Radiactivo

Ntumero de sondas limitado
Requiere mayor volumen de muestra
Requiere puesta a punto

Cada muestra requiere un array

Coste relativamente elevado
Requiere puesta a punto

Coste elevado

Muy puesto a punto: repetitivo y robusto

La mayor densidad de sondas del mercado

Chips microelectrénicos
Alta densidad de sondas

Gran versatilidad y control sobre sondas

y muestras

Utiliza volimenes pequernios

El uso de oligonucleétidos requiere
altas homologias

Disponible para un niamero limitado
de organismos

No pueden procesarse dos muestras
a la vez en un mismo microarray

Exclusivo de Affimetrix

Coste elevado
Todavia en desarrollo
Exclusivo de Nanogen

Mayor eficacia de hibridaciéon

Dr. Blattner (UW-Madison) para investigar la expresién
génica de Escherichia coli®.

Dentro de los macroarrays se encuentran el LiPA (Line
Probe Assay), un sistema de deteccion multiparamétrico
que se ha convertido en una alternativa a la secuenciacién
directa para genotipificar (v. p. €j., la referencia 4). Este
sistema utiliza tiras cubiertas con sondas especificas de
determinados genes que son hibridados con los productos
de amplificaciéon obtenidos a partir de la muestra
analizada. Una clara ventaja de este sistema es que en un
s6lo andlisis pueden amplificarse distintas partes de un
gen, diferentes genes o incluso ADN de diversos
organismos. En definitiva, estos macroarrays contienen un
numero pequeno de sondas, pero son muy utiles para
realizar analisis concretos y son cada vez mas utilizados en
el diagnéstico clinico (v. apartado de aplicaciones y
tablas 2y 3).

Microarrays

Como ya hemos comentado anteriormente, la
caracteristica principal de los microarrays es la gran
cantidad de sondas que pueden fijarse sobre el soporte
s6lido, pudiéndose alcanzar hasta 60.000 sondas en un
unico soporte. Otra de las diferencias fundamentales frente
a los macroarrays es el soporte utilizado, y en funcién de
esto pueden diferenciarse microarrays en portaobjetos,
microarrays de alta densidad o Gene-Chip® y chips
microelectrénicos.

Microarrays en portaobjetos

Este tipo de microarray se diferencian de los macroarrays
en tres aspectos: a) utilizan un portaobjetos de cristal o
plastico como soporte; b) el marcado de las muestras se
realiza mediante fluorescencia, y ¢) contienen un gran
numero y densidad de sondas. Este tipo de microarrays fue
introducido en 1995 por el grupo de P.O. Brown en la
Universidad de Stanford®. Las ventajas de este sistema es
que la hibridacién tiene lugar en una cdmara de hibridacién

00

pequeria, de modo que se trabaja con volimenes mucho més
pequenos y la concentracion relativa de las sondas es
mayor, y sobre todo que la utilizacién de la fluorescencia
como sistema de marcado permite hibridar en un mismo
array varias muestras conjuntamente (p. ej., control y
problema).

El sistema Gene-Chip®

Un tipo particular de microarrays son los producidos por
Affymetrix, una compania que ha ideado y patentado una
tecnologia que permite de manera simultdnea la sintesis y
la impresion de las sondas moleculares directamente en la
fase sélida. Estos microarrays, conocidos comercialmente
con el nombre de GeneChip® o “DNA-chip”, utilizan una
tecnologia de sintesis mediante fotolitografia, es decir, que
las sondas son oligonucleétidos sintetizados in situ sobre un
cristal mediante una reacciéon fotoquimica. Las sondas
constan de 25 nucleétidos debido a la eficiencia del sistema
de sintesis, ya que sondas mayores podrian contener
errores. Precisamente, este pequefio tamano supone una
limitacion en la especificidad y la afinidad de la muestra
por la sonda. Para solucionar este problema el array
contiene series de oligonucleétidos que difieren dinicamente
en una base para determinados genes, lo cual permite
calcular el ruido de fondo debido a la hibridacién
inespecifica. Estos arrays contienen mas de 50.000 sondas y
actualmente son los que poseen mayor nimero de sondas y
mayor densidad.

La ventaja de este sistema es que es muy reproducible, ya
que las condiciones estdn muy estandarizadas. Los
inconvenientes principales son que el analisis con este tipo
de microarrays requiere el uso de escaneres y sofware
especificos que inicamente provee la propia compania, y
que estos microarrays no contienen las secuencias
completas de los genes sino fragmentos internos de
25 nucleétidos, de modo que si la muestra analizada no
presenta una homologia del 100% pueden aparecer
problemas a la hora de la hibridacién. En un principio esta
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TABLA 2. Aplicaciones de los macroarrays y microarrays de ADN en la microbiologia clinica: bacterias

Bacteria Sistema utilizado Sondas utilizadas Aplicacién Referencia

Brucella spp. Membrana nitrocelulosa (LiPA*) Oligonucleétidos Identificacion de especies 17
del género Brucella

Campylobacter spp. Membrana nitrocelulosa (LiPA)  Oligonucleétidos Identificacion de especies 18
del género Campylobacter

Enterococcus spp. Membrana nailon Productos de PCR Identificacién de especies 19
del género Enterococcus

Escherichia coli Portaobjetos Oligonucleétidos Identificacién de factores 20
de virulencia

Helicobacter pylori Membrana nitrocelulosa (LiPA)  Oligonucleétidos Genotipificacién segun 21
los genes vacA y cagA

H. pylori Membrana nitrocelulosa (LiPA)  Oligonucleétidos Deteccién de resistencia 22
a macrolidos

Listeria spp. Membrana nitrocelulosa (LiPA)  Oligonucleétidos Identificacién de especies 23
del género Listeria

Mycobacterium spp. Affimetrix Oligonucledétidos in situ Identificacién de micobacterias 13
y resistencia a rifampicina

M. tuberculosis Membrana nitrocelulosa (LiPA)  Oligonucleétidos Deteccion de resistencia 24
a rifampicina

M. tuberculosis Membrana nailon Oligonucleétidos Deteccion de resistencia 25
a isoniacida

Mycobacterium spp. Membrana nitrocelulosa (LiPA) Oligonucleétidos Identificacion de micobacterias®* 26

Salmonella enterica Portaobjetos Productos de PCR Genotipificacién 27

Staphylococcus spp. Membrana nailon Productos de PCR Identificacion de especies 28
del género Staphylococcus

Streptococcus pneumoniae - Productos de PCR Factores de virulencia 29
y antigenos superficiales

Diversas bacterias Chip microelectrénico Oligonucleétidos Identificacion bacteriana 30, 31

Bacteria de hemocultivos Membrana nailon Oligonucleétidos Deteccion de bacterias 12

a partir de frascos
de hemocultivo positivos

*LiPA = Line Probe Assay

**Identificacién de micobacterias a partir de frascos BACTEC 12B positivos.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

TABLA 3. Aplicaciones de los macroarrays y microarrays de ADN en el campo de la microbiologia clinica: parasitos y virus

Microorganismo | Sistema utilizado | Sondas utilizadas | Aplicacién Referencia
Parasitos
Cryptosporidium spp. Affymetrix Oligonucleétidos* Identificacion de especies de
Cryptosporidium 14
Plasmodium falciparum Portaobjetos Productos de PCR Anailisis de la expresién génica 32
Virus
Citomegalovirus Membrana nitrocelulosa Oligonucleétidos Resistencia a ganciclovir 33
Influenza Ay B Portaobjetos Oligonucleétidos Diagnéstico 34
Rotavirus Portaobjetos Oligonucleétidos Genotipificacion 35
VIH Membrana nitrocelulosa Producto de PCR Resistencia a antirretrovirales 36, 37
VIH Affymetrix Oligonucleétidos in situ  Resistencia a antirretrovirales 38, 39
VHB Membrana nitrocelulosa (LiPA)  Oligonucleétidos Genotipificacién 40
Papilomavirus Membrana nitrocelulosa (LiPA) Oligonucleétidos Genotipificacion 41
VHC Membrana nitrocelulosa (LiPA) Oligonucledtidos Genotipificacion 42,43

*En este caso se utiliz6 impresion de los oligonucleétidos sobre soporte de vidrio, no se utiliz6 sintesis in situ.
LiPA = Line Probe Assay. VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VHB: virus de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C.

tecnologia GeneChip® tinicamente contemplaba la sintesis
de microarrays de E. coli basandose en los resultados
obtenidos por el grupo de F. R. Blattner en la Universidad
de Wisconsin-Madison®. Tras la publicacién de nuevos
genomas esta tecnologia se ha ampliado para el andlisis de
organismos tan diversos como el hombre, el ratén,
Arabidopsis thaliana o Bacillus subtilis.

Chips microelectronicos

Los chips microelectrénicos o NanoChip® son uno de los
formatos mas novedosos dentro de los arrays. Su desarrollo
es el resultado de la combinacion de varios avances en el
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campo de la biologia molecular y las técnicas de
microfabricacién de semiconductores.

En lugar de una membrana o un portaobjetos este tipo
de arrays consiste en un conjunto de electrodos cubiertos
por una fina capa de agarosa que contiene acoplados
motivos de afinidad que permiten la inmovilizacién de las
sondas mediante el sistema biotina-estreptavidina. La
incorporacién de campos eléctricos controlables dota de un
nuevo grado de control del sistema a la hora de depositar
tanto las sondas como las muestras. A diferencia del resto
de arrays, en los que la hibridacién es un proceso pasivo y
aleatorio, en el caso de los chips microelectrénicos se genera
un campo eléctrico que dirige activamente la muestra,

00



Doménech-Sanchez A y Vila J. Fundamento, tipos y aplicaciones de los arrays de ADN en la microbiologia médica

incrementando su concentracién sobre las sondas, y por lo
tanto, aumentando la efectividad de la hibridacién.
Ademas, si tras el proceso de hibridacién se invierte la
polaridad se elimina el exceso de muestra y puede
procesarse una nueva. Por lo tanto, este sistema permite
hibridaciones seriadas de distintas muestras o bien de una
muestra sobre distintas combinaciones de sondas en el
mismo array. Esta tecnologia esta siendo desarrollada por
Nanogen (San Diego, CA, USA) y evidentemente presenta
un gran potencial debido a su capacidad de mover acidos
nucleicos sobre la superficie del chip. Si la compania
consigue que el coste no sea excesivo podria convertirse en
el futuro de los arrays.

Aplicaciones de los arrays de ADN
en el campo de la microbiologia médica

Tradicionalmente en la microbiologia clinica se ha
utilizado una amplia variedad de cultivos, métodos de
tincién y pruebas bioquimicas para la identificacién de la
mayoria de especies bacterianas. En la identificacion de los
parasitos la visualizacién microscépica mediante examen
en fresco o tras una tincién especifica ha desempefiado una
importante funcién, mientras que la identificacion de los
virus requiere una via mas indirecta como es el cultivo
celular. Algunos de estos ensayos requieren un largo
periodo de tiempo antes de obtenerse un resultado
definitivo, por lo que a lo largo del tiempo se han
desarrollado diversos métodos para detectar caracteristicas
moleculares especificas del patégeno, como por ejemplo
todas las variantes del enzimoinmunoanadlisis. Aunque
estas técnicas pueden ser utiles para la identificacion
microbiana, su efectividad puede verse afectada por el
hecho de que muchos microorganismos han encontrado
maneras de modificar su antigenicidad. De manera similar,
la determinacién de los niveles de anticuerpos circulantes
puede que no distinga una infeccién pasada de una actual.
Debido a esta variabilidad se han desarrollado métodos de
identificacién microbiana basados en la deteccién de un
factor relativamente estable como el genoma del
microorganismo. Los métodos utilizados inicialmente
estaban basados en la hibridacion de pequenos fragmentos
de ADN marcados (sondas) que reconocian regiones
especificas del microorganismo que se queria detectar. No
obstante, debido al bajo nimero de estos microorganismos
presentes en un producto patolégico determinado, fue
necesario desarrollar un sistema de amplificacién del gen.
Esto se consigui6 con la introduccién de la PCR. Utilizando
diversos cebadores en una misma reacciéon (PCR multiple)
se pueden llegar a identificar diversos microorganismos en
una udnica reaccién. Sin embargo, este sistema también
posee sus limitaciones, entre las que se encuentran:

1. La PCR multiple permite amplificar
concomitantemente un namero limitado de genes.

2. Mutaciones puntuales en la regiéon de ADN que es
reconocida por los cebadores pueden conducir a falsos
negativos.

3. Muchas veces es necesario secuenciar el producto de
PCR para identificar mutaciones puntuales en un gen
determinado asociadas, por ejemplo, con la adquisicién de
resistencia a un antibiético.
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Estos problemas pueden resolverse mediante la
utilizacion de arrays de ADN. En general, las principales
aplicaciones de los microarrays de ADN son:

1. Deteccién de genes especificos o regiones del genoma
de un microorganismo (genotipificacion).

2. Deteccién de mutaciones puntuales en ciertos genes.

3. Anadlisis de la expresion de ARNm.

Hasta la actualidad los arrays de ADN se han aplicado de
una manera mas especifica al estudio de la patogenia
microbiana, a la epidemiologia molecular, al diagnéstico
microbiolégico, asi como a la investigacion de los
mecanismos de accion y resistencia a agentes
antimicrobianos.

Aplicacion de los arrays de ADN a la investigacion
de la patogenia bacteriana

Durante la investigacién de la patogenia bacteriana
deben diferenciarse dos aspectos. En primer lugar, los
factores de patogenicidad del microorganismo, y en segundo
lugar, la respuesta de la célula hospedadora frente a la
acciéon del microorganismo. Israel et al” utilizaron
microarrays de ADN que contenian los genes que
constituyen el genoma de H. pylori para analizar
determinantes asociados a la patogenicidad de este
microorganismo. Desde el punto de vista de la respuesta de
la célula hospedadora frente a un patégeno, Belcher et al®
investigaron la respuesta de células del epitelio bronquial
frente al efecto de dos cepas de Bordetella pertussis, una
productora de la toxina y la otra no. Para ello utilizaron el
microchip HU6800 (Affymetrix) que contiene un conjunto
de sondas para analizar la expresion de genes que codifican
proteinas del sistema inmunitario, hallando que las células
infectadas con la cepa que producia la toxina expresaban un
conjunto de citocinas y genes regulados por NFkB.

Aplicacion de los arrays de ADN al estudio
epidemiolégico molecular de ciertos
microorganismos

En un estudio realizado por Kato-Maeda et al® en el que
se pretendia obtener informacién sobre las bases
moleculares de la diversidad bacteriana y de la evolucién de
Mycobacterium tuberculosis se utilizaron microarrays de
ADN que contienen los genes que constituyen el genoma
de este microorganismo (Affymetrix). Se analizaron
19 cepas de M. tuberculosis de 16 clones diferentes y tras
purificacién del genoma, digestién con ADNasal y marcado
terminal con biotina se procedié6 a la hibridacion con los
microarrays, revelando posteriormente con
estreptavidina-ficoeritrina. Los resultados demostraban
deleciones importantes en el genoma de algunas de las
cepas y que estas deleciones se asociaban con una menor
patogenicidad. Los patrones de deleciones detectados eran
idénticos en los mismos clones, pero diferian en los clones
diferentes, lo cual sugeria que esta metodologia podria ser
utilizada en estudios epidemioldgicos.

Aplicacion de los arrays de ADN al diagnéstico
microbiolégico

Los microarrays de ADN desarrollados hasta la
actualidad con finalidad diagnéstica no presentan una
elevada complejidad. Se podria decir que son macroarrays o
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microarrays de baja densidad (tablas 2 y 3). Por ejemplo,
Hamels at al'® han disefiado un microarray para detectar
varias especies del género Staphylococcus. En primer lugar,
amplifican utilizando oligonucleétidos degenerados el gen
femA, que se encuentra altamente conservado en el género
Staphylococcus y este producto de PCR es analizado
posteriormente mediante microarrays de ADN que
contienen sondas que reconocen el gen femA de S. aureus,
S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis y S.
saprophyticus. En el analisis realizado los autores
identifican correctamente cada una de las especies sin que
se presente reaccién cruzada. De una manera similar se
han disenado microarrays para distinguir entre especies
de Pseudomonas!!.

Una estrategia que se ha utilizado para la identificaciéon
bacteriana es la utilizacién como sonda de oligonucleétidos
especificos de las regiones variables de los genes que
codifican el ARNr 23S o0 16S. Anthony et al'? analizaron
158 hemocultivos positivos mediante la utilizacién de un
array de oligonucledtidos especificos para 25 bacterias
distintas. A partir del crecimiento bacteriano en el frasco de
hemocultivos, se realiz6 una PCR con cebadores
universales para la amplificacién de la region variable del
gen 23S. Este producto o productos de PCR, si el
hemocultivo era mixto, se hibridaban con el array. La
identificacion fue correcta en 125 hemocultivos positivos
(79,7%); en estos datos se incluian cuatro hemocultivos
mixtos. En 9 hemocultivos (7,2%) se aislaron bacterias no
representadas en el array y en 16 hemocultivos positivos
(10,3%) no se obtuvo producto de PCR. En 7 de los
8 hemocultivos positivos restantes, se identificaron
estreptococos, pero éstos no crecieron y un aislamiento de S.
aureus se interpreté como estafilococo plasmocoagulasa
negativo.

De la misma manera, Troesch et al'® analizan en el
mismo microarray la identificacién de especies del género
Mycobacterium y su resistencia a la rifampicina. Para la
identificaciéon de las especies utilizan oligonucledtidos
especificos de las regiones variables del gen que codifica el
ARNTr 16S mientras que para la deteccion de la resistencia
a rifampicina se utilizan oligonucleétidos especificos para la
deteccion de mutaciones puntuales asociadas con la
resistencia a este agente antimicrobiano. De hecho, para
detectar la mutacién especifica se utilizaron cuatro sondas
de igual longitud cuya unica diferencia es que en la posicién
de la mutacién se incluye A, T, C o G. Se disefiaron los
oligonucleétidos de forma que la base donde podria tener
lugar la mutacién quedase en la parte central.

Los microarrays de ADN también se han utilizado para
detectar Cryptosporidium sp. en aguas y diferenciar los que
pueden ocasionar infecciones en humanos'4. Las sondas
utilizadas en este microarrays son distintas regiones del
gen hsp70 del microorganismo. Otro aspecto de la
aplicacion de los microarrays de ADN es el ambito de la
virologia clinica, bésicamente su utilizacion en la
genotipificacién del VIH'S,

En la informacién aportada en las tablas 2 y 3 se incluye
el sistema LiPA (Line Probe Assay) porque, si bien posee
normalmente un nimero pequeno de sondas, por lo que
deberia considerarse un macroarray, estd siendo
ampliamente utilizado en el diagnéstico microbiolGgico.
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Aplicacion de los arrays de ADN al estudio
de los mecanismos de accion y de resistencia
a los agentes antimicrobianos

Los microarrays de ADN se han utilizado para analizar
en profundidad el mecanismo de accién de la isoniacida
frente a M. tuberculosis'. Ademas, se han utilizado para el
estudio de la resistencia bacteriana a los antibidéticos: ya se
ha mencionado anteriormente la utilizacion de los
microarrays de ADN para la deteccién de resistencia a
rifampicina en M. tuberculosis. Nuestro grupo (Vila et al) de
investigacion ha wutilizado microarrays de ARN que
contienen los genes que constituyen el genoma de E. coli
para analizar la expresion de sistemas de expulsion activa
en cepas de este microorganismo resistentes a quinolonas,
demostrando que esta metodologia es altamente valida
para este tipo de estudios, pues permite una visién general
de los genes que se estdn expresando y asi poder comparar
la expresion de estos genes entre cepas isogénicas sensibles
y resistentes a las quinolonas.

Ventajas y desventajas de la utilizacion
de los arrays de ADN en el diagnéstico de las
enfermedades infecciosas

La principal ventaja de esta metodologia es la posibilidad
de hibridacion simultédnea de un gran nimero de sondas,
por lo que permite detectar a la vez un amplio nimero de
microorganismos (bacterias, virus, parasitos y hongos).
Ademas permite no sé6lo la identificacion del
microorganismo, sino también el andlisis del genotipo de
resistencia y la presencia de factores de patogenicidad,
mediante deteccién de genes especificos o0 mutaciones. Sin
embargo, existe una serie de desventajas que
probablemente en el futuro podran ser soslayadas. Una de
ellas es la baja sensibilidad, que en la actualidad hace dificil
la utilizacion de esta metodologia para la deteccion directa
del microorganismo en el producto patolégico, a no ser que
se incorpore un paso previo de amplificacién génica. No
obstante, cuando los microarrays sean miniaturizados, su
sensibilidad probablemente aumentara, por lo que, en un
futuro, y gracias a la nanobiotecnologia, es probable que
pueda detectarse el ADN o ARN directamente de la
muestra sin amplificacién previa. Otra desventaja
importante es que la deteccion de un gen de resistencia no
significa invariablemente un fenotipo de resistencia, por lo
que ademads de detectar la presencia del gen deberiamos
detectar la expresion de éste mediante andlisis del ARN
mensajero (ARNm). Desde el punto de vista de la deteccién
de la resistencia a los antibidticos de un microorganismo
determinado directamente del producto patolégico
comporta también una serie de inconvenientes, como son:

1. La diversidad de mecanismos de resistencia que
existen para un antibiético determinado y la necesidad de
contemplarlos todos ellos en el microarray de ADN.

2. Para algunos mecanismos es necesario determinar la
expresion del gen.

3. La aparicién de nuevos mecanismos de resistencia no
contemplados en el microarray.

4. Si el producto patolégico corresponde a una zona del
cuerpo humano que presenta una microbiota normal, ésta
puede interferir con la deteccién, ya que el mismo
mecanismo de resistencia puede estar presente en algunas
de las bacterias que constituyen esta microbiota.
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En definitiva, los microarrays con elevada densidad de
sondas se encuentran en las primeras fases de desarrollo,
pero ofrecen un potencial futuro enorme. Sin embargo,
debido a la dindmica de la evolucién inherente a los
microorganismos, probablemente en muchos casos nunca
llegardan a desplazar totalmente a los métodos
convencionales, sino que seran un complemento de ellos.
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ANEXO 1. Fundamentos, tipos y aplicaciones de los arrays de ADN en la microbiologia clinica

1.

10.

(Qué es un array?

a) Una molécula de ADN con afinidad por un soporte sélido.

b) Una molécula de ARN con afinidad por un soporte sélido.

¢) Una sonda molecular de ADN o ARN.

d) Un conjunto de sondas moleculares fijadas a un soporte de manera ordenada.
e) Un portaobjetos recubierto por residuos de lisinas.

(Cual de las siguientes técnicas ha servido de base para la técnica de la hibridaciéon mediante arrays?

a) Dot-blot.

b) Electroforesis.

¢) Restriccién enzimatica.

d) Cromatografia de afinidad.
e) Electroporacion.

El esquema basico de un experimentos con arrays consiste en:

a) Obtencion de la muestra, hibridacién, lavados, marcado, lavados, escaneado, procesado de la imagen y analisis de los datos.
b) Obtencién de la muestra, hibridacion, lavados, procesado de la imagen, escaneado y analisis de los datos.

¢) Obtencion de la muestra, marcado, hibridacién, lavados, escaneado, procesado de la imagen y analisis de los datos.

d) Obtencion de la muestra, hibridacién, marcado, escaneado y andlisis de los datos.

e) Obtencién de la muestra, marcado, escaneado, hibridacién, procesado de la imagen y analisis de los datos.

Ademas de su menor peligrosidad, ;qué ventaja tiene utilizar el marcado fluorescente frente al radiactivo?

a) Los compuestos fluorescentes pueden unirse a los nucleétidos mientras que los radiactivos no.
b) Permite hibridar dos muestras simultdneamente.

¢) Los compuestos fluorescentes son mas sensibles.

d) Todas las respuestas son correctas.

e) Ninguna de las respuestas anteriores son correctas.

A qué hace referencia el término Gene-Chip?

a) A un gen presente en el microarray que actia como control.

b) A un microarray que se procesa en paralelo como control del experimento.

¢) A un microarray sintetizado mediante fotolitografia comercializado por Affimetrix.
d) A un fluorocromo utilizado en los macroarrays.

e) A un macroarray analizado con radiactividad.

,Cual es la mayor densidad de sondas que se pueden obtener actualmente?

a) Aproximadamente 60.

b) Aproximadamente 600.

¢) Aproximadamente 6.000.
d) Aproximadamente 60.000.
e) Aproximadamente 600.000.

¢(Cual es la principal ventaja de los microarrays de ADN frente a la PCR?

a) Rapidez.

b) Especificidad.

¢) Mayor numero de genes detectados.

d) Utilizacién para estudios epidemiolégicos.
e) Aplicacion al diagnéstico microbiolégico.

Los microarrays de ADN no permiten:

a) Detectar mutaciones puntuales.

b) Secuenciar genomas enteros.

¢) Detectar expresion de ARNm.

d) Analizar mecanismos de resistencia.

e) Investigar mecanismo de accién de los antibiéticos.

Uno de los genes mas utilizados como sonda para la identificaciéon bacteriana en los microarrays de ADN es:

a) El gen que codifica la ARN polimerasa.

b) El gen que codifica la flagelina.

¢) El gen que codifica la lactato dehidrogenasa.
d) El gen que codifica el ARNr 16S.

e) El gen que codifica una permeasa.

Los microarrays de ADN se han utilizado hasta la actualidad para la genotipificacion de los siguientes
microorganismos, excepto:

a) Helicobacter pylori.

b) Virus de la hepatitis C.

¢) Virus de la inmunodeficiencia humana.
d) Virus de la hepatitis B.

e) Virus respiratorio sincitial.
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