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INTRODUCCION

El sorprendente avance de la biologia
molecular ha permitido el descubrimiento de
nuevas fronteras en la investigacion y desa-
rrollo de diversas areas del conocimiento.
Esta evolucién ha generado el entendimien-
to de los procesos biolégicos a un nivel ba-
sico, celular o molecular, que en el ambito
de la medicina humana y veterinaria se ha
incorporado con gran utilidad en el estudio,
prevencion y control de las enfermedades.
Disciplinas como la microbiologia,
inmunologia, patologia, genética y
epidemiologia han sido fuertemente benefi-
ciadas por el impresionante desarrollo de la
biologia molecular, existiendo en la actuali-
dad un amplio espectro de técnicas para la
resolucion de miltiples interrogantes en
cada una de estas areas (Schulte, 1999;
Cotran, 1999; Hellriegel, 2001; Pfaller, 2001;
Porta et al., 2002). El concepto de
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«epidemiologia molecular» ha sido definido
de diversas formas por varios autores, pero
el aporte de Schulte (1993) es capaz de
expresar en forma muy simple la esencia
de esta disciplina: es la incorporaciéon de
variables moleculares en la investigacion
epidemioldgica.

En el lenguaje técnico tales variables corres-
ponden a marcadores biolégicos o
biomarcadores y se utilizan como herra-
mientas para definir la exposicion, suscep-
tibilidad o enfermedad en un proceso pato-
I6gico (Slattery, 2002). Por lo tanto repre-
sentan a sefiales de eventos bioguimicos,
moleculares, genéticos, inmunoldgicos o fi-
siologicos en sistemas bioldgicos. Su apli-
cacion no es nueva en la epidemiologia, pero
recientemente se han definido conceptos,
patrones de seleccion y validacién de estos
a fin de otorgarles una base cientifica en su
aplicacion e interpretacion (Schulte 1993).



La epidemiologia molecular integra las ca-
pacidades de la biologia molecular, con
mediciones hechas en individuos, en una
ciencia que utiliza las evaluaciones de gru-
pos de animales o seres humanos para en-
contrar las causas de una enfermedad y las
formas de prevenirla. No es una ciencia o
disciplina distinta de la epidemiologia tradi-
cional, sino mas bien la aplicacion de una
serie de herramientas que complementany
refuerzan a esta Ultima en el estudio de los
fendmenos poblacionales. Representa la
oportunidad de alcanzar un nuevo poder de
resolucion para desarrollar y verificar teo-
rias de la etiopatogenia de una enfermedad,
que expliquen detalladamente las comple-
jas interacciones del proceso salud-enfer-
medad (Schulte, 1993).

Las enfermedades, al igual que otros pro-
cesos biolégicos, pueden entenderse como
la sucesién de una serie de etapas de com-
plejidad variable que deben ser estudiadas
para lograr finalmente el desarrollo de mé-
todos y técnicas que permitan su control y
prevencion en la poblacién, objetivo final de
la investigacién epidemiolégica. Tal comple-
jidad impone la necesidad de recurrir a muil-
tiples disciplinas, lo que desencadena ine-
vitablemente la incorporacién de técnicas
moleculares. La aparicidn de brotes epidé-
micos, especialmente de enfermedades con
un alto impacto sanitario y econémico,
involucra la participacién inmediata de los
sistemas de vigilancia e investigacién
epidemioldgica con el objetivo principal de
identificar rapidamente al agente, no solo a
nivel de género y especie, sino que a nivel
de serotipo, subtipo y cepa actuante, esta-
blecer los mecanismos de ingreso y evitar
la transmisidn a otras zonas. La informacién
generada en este proceso es fundamental
para determinar las zonas en riesgo y las
medidas sanitarias correspondientes y debe
ser obtenida a través de un conjunto de téc-
nicas establecidas para la deteccion de
biomarcadores del proceso patoldgico.

Enlos ultimos 10 afios se ha observado una
tendencia creciente en la realizacion de es-
tudios de epidemiologia molecular. En la fi-
gura se puede observar el nimero de arti-
culos en cuyo titulo se encuentran las pala-
bras «molecular» y «epidemiology», segin

la base de datos de Medline.

Ndmero de investigaciones en bases de datos Medine con las palabras
“molecular’ y epidemiology” en su titulo, segin afio de publicacién.
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En la epidemiologia tradicional los procesos
que transcurren y explican el desarrollo de
la enfermedad generalmente no son
abordables, existiendo una verdadera caja
negra entre la exposicién a un agente biolé-
gico y sus efectos en el organismo del
hospedador. La identificacion de
biomarcadores permite dilucidar el interior
de esa caja negra, incorporando las varia-
bles biolégicas en la descripcién de los pro-
cesos patoldgicos, confiriendo las siguien-
tes potencialidades a la investigacidn
(Schuite, 1993; Koh y col., 1999; Hellriegel,
2001):

" * Delineacién de un continuo de eventos
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entre la exposicién a un factor y la enferme-
dad resultante.

* ldentificacién y cuantificacion de exposi-
ciones a pequefias cantidades de un
antigeno.

* Identificacién temprana de los eventos que
transcurren durante la enfermedad, y a una
escala menor.

* Menor error en la clasificaciéon de varia-
bles dependientes e independientes.

* |dentificacion de los mecanismos por los
cuales se relacionan la exposicién y la en-
fermedad.

* Mejor evaluacion de riesgos individuales y
poblacionales.

Existen tres grupos principales de
biomarcadores, denominados segun el
evento que estan representando al interior
del individuo: marcadores de exposicion, de




enfermedad y de susceptibilidad (Schulte,
1993; Koh y col., 1999). Entre los primeros
podemaos mencionar por ejemplo a los com-
ponentes de la respuesta inmune de los
animales; anticuerpos, citoquinas, células,
etc, quienes son buenos biomarcadores de
exposicidén a antigenos capaces de ser re-
conocidos por los mecanismos de defensa
del hospedador. Entre los biomarcadores de
enfermedad se pueden mencionar los nive-
les sanguineos de ciertas enzimas (LDH,
CK, etc) que implican trastornos funciona-
les o estructurales de tejidos y érganos. Por
ultimo, entre los biomarcadores de suscep-
tibilidad se pueden encontrar secuencias o
mutaciones genéticas que determinen un
mayor riesgo de presentacion de patologias
metabdlicas, tumorales, etc. (Cotran, 1999;
Koh y col., 1999; Perera, 2000).

Para el estudio especifico de algun evento,
la eleccion del biomarcador ideal requiere
un andlisis de validacién previo que califi-
que y cuantifique la idoneidad de esta mo-
lécula para el estudio en cuestion, y permi-
ta por tanto decidir con base cientifica la
mejor alternativa. La validacién determina-
ra algunas caracteristicas basicas de los
marcadores que deben ser conocidas an-
tes de su aplicacion a estudios
epidemioldgicos: relacién dosis-respuesta,
persistencia, variacién intra e inter indivi-
duos, correlacion entre marcadores, y co-
rrelacion con la manifestacion clinica de la
enfermedad. Existen cinco criterios funda-
mentales en los cuales debe basarse un
proceso de validacién (Schulte y Perera,
1993; Koh y col., 1999).

a) Relevancia Bioldgica

Este criterio se refiere a la relacién biologi-
ca que caracteriza al marcador con el pro-
ceso en estudio. Implica conocer que punto
del continuo exposicién - enfermedad se
encuentra representade por el biomarcador,
y cual es el grado de esta relacion.

b) Aspectos farmacocinéticos.
Implican la evaluacion de los tejidos y érga-

nos donde debera investigarse |la presencia
del marcador, ya que este puede variar su

ubicacion al interior del organismo a medi-
da que avanza el fenémeno en estudio.

c) Relevancia temporal

Diferentes marcadores tienen distintas vidas
medias en el ambiente bioldgico. La medi-
cion ideal no debe ser demasiado tempra-
na ni demasiado tardia en relacién al even-
to estudiado, ya que puede significar la sub-
estimacion de los niveles reales alcanzados
por el biomarcador durante la enfermedad.

d) Variabilidad de fondo y variables
confundidoras

La variabilidad es el resultado de factores
genéticos y ambientales, ya sea aisladamen-
te 0 en conjunto. Se hace esencial conocer
la variabilidad que presenta un biomarcador
en la poblacién «normal» a fin de estable-
cer los limites minimos y maximos que de-
terminaran un estado sano o alterado. Es lo
que se conoce comoe variabilidad de fondo
o basal. Entre las variables confundidoras
mas habituales se pueden mencionar la
edad, sexo, raza, dieta, factores genéticos,
ambientales, u otras patologias concomitan-
tes.

- e) Reproducibilidad, Sensibilidad, Espe-
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cificidad y Valores predictivos.

Al igual que las pruebas de laboratorio, los
biomarcadores deben cumplir con estos cri-
terios de validacién para ser seleccionados
en cualquier estudio epidemiolégico. Deben
encontrarse la mayoria de las veces cuan-
do se reproduzca un evento de caracteristi-
cas similares (reproducibilidad), debe encon-
trarse en la mayoria de los individuos ex-
puestos, enfermos o susceptibles (sensibi-
lidad), y no en aquellos sanos (especifici-
dad). Tal vez el criterio mas determinante
en la validez de un marcador es su valor
predictivo: un alto porcentaje de los indivi-
duos con el biomarcador debe estar cursan-
do efectivamente con el evento en cuestién
(valor predictivo positivo ) y un alto porcen-
taje de aquellos sin este marcador debe
estar libre del mismo (valor predictivo nega-
tivo).



Aunque no es nueva la aplicaciéon de
biomarcadores en estudios epidemiolégicos,
pocas veces se ha considerado un proceso
de validacién que cumpla con todos los cri-
terios mencionados. Tal deficiencia se ha
transformado en uno de los desafios actua-
les de este tipo de investigaciones, ya que
la deteccion y analisis de moléculas debi-
damente caracterizadas permitira clasificar
adecuadamente las variables en estudio,
obtener conclusiones confiables y estable-
cer programas Optimos de vigilancia e in-
vestigacion epidemiolégica en poblaciones
(Schulte, 1993).

TIPIFICACION MICROBIANA

Uno de los aportes mas importantes de la
biologia molecular es el desarrollo de los
métodos de tipificacién de agentes infeccio-
sos, tales como bacterias, virus, hongos y
protozoos (Pfaller, 2001). La caracterizacién
de estos patdgenos es til para determinar
sus relaciones bioldgicas y genéticas, infor-
macion de gran importancia para los clini-
cos, microbiblogos y epidemidlogos compro-
metidos con la investigaciéon en esta area
(Struelensy col., 1998; Tibayrenc, 1998). Por
este motivo, las técnicas moleculares de
tipificacién se han utilizado principalmente
en el entendimiento de los procesos evolu-
tivos que explican la biodiversidad de los
microorganismos y tambien en la vigilancia
e investigacion epidemioldgica de las enfer-
medades que estos causan (Musser, 1996;
Struelens y col., 1998; Tybayrenc, 1998;
Gupta y Maiden, 2001).

En la investigacién de brotes epidémicos la
tipificacién permite determinar la expansién
clonal de un patégeno en el ambiente e iden-
tificar la fuente primaria de infeccién (caso
indice). En forma alternativa, la accién de
vigilancia epidemiolégica debe monitorear
la dispersion de un clon y la prevalencia de
distintas cepas al interior de una poblacién
susceptible, como ayuda en la evaluacion
periédica de las estrategias de prevencién
y control o para la deteccién y monitoreo de
infecciones emergentes o reemergentes
(Struelens y col., 1998; Pfaller, 1999).

Los métodos de tipificacion se clasifican en
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dos grandes grupos: fenotipicos y
genotipicos. Los primeros corresponden a
los métodos tradicionales (Tabla 1) que han
sido claves en el desarrollo de la
epidemiologia bacteriana descriptiva. Sin
embargo, usualmente se pueden aplicar solo
a los organismos para los cuales han sido
desarrollados, son muy variables, comple-
jos, lentos y no siempre discriminan entre
las cepas. En cambio las técnicas
genotipicas son aplicables al estudio de
cualquier microorganismo, entregan infor-
macion méas completa y rapida que las tra-
dicionales, y otorgan un mayor poder de re-
solucion a la tipificacién epidemiolégica de
los agentes infecciosos (Tabla 1) (Struelens
y col., 1996; Tenover, 1997; Pfaller, 1999;
Gupta y Maiden, 2001).

Tabla 1: Métodos de tipificacion de microorganismos utilizados
en la investigacion Epidemiol6gica.

’ Métodos fenotipicos

- - Biotificacion

» Antibiogramas

« Serotipificacion

+ Bacteriofagos

+ Electroforesis de proteinas celulares
= Inmunoblot

Métodos genotipicos

De comparacién De clasificacion

- Andlisis de plasmidos

- Endonucleasas de restriccion

- Electroforesis de campos pulsados

- Reaccitn en cadena de la
polimerasa con partidores
aleatorios {RAPD).

- Andlisis de fragmentos de restriccion
de longitud polimédrfica (RFLP).

- PCR de elementos espaceadores
repetitivos.

- Amplificacion selectiva de frag-
mentos de restriccién genémica.

- Patrones de hibridizacién con
oligonucledtidos de alta densidad.

Los avances en el andlisis gendmico han
permitido el desarrollo de pruebas con una
sensibilidad y especificidad potencial muy
alta, sometidas a la evaluacién de una gran
cantidad de muestras y siendo aplicables
simultdneamente a la deteccioén y caracteri-
zacién de los microorganismos (Pfaller,
1999; Gupta y Maiden, 2001). Las técnicas
de tipificacién basadas en el DNA se pue-
den clasificar en métodos comparativos y
métodos de clasificacidon (Struelens y col.,
1998; Pfaller, 1999).

* Métodos comparativos

Utilizados més frecuentemente en investi-
gacion de brotes epidémicos, ayudando en
el control rapido de la transmision de infec-
ciones. El objetivo es comparar un nimero
limitado de aislados obtenidos en un corto



periodo de tiempo, determinando de esta
forma la existencia de una epidemia al iden-
tificar relaciones clonales entre cepas o bien
un suceso esporadico en la ausencia de
estas.

* Métodos de estudio y clasificaciéon
(«library typing systems»)

Son mas aplicables a estudios
epidemiolégicos prospectivos donde los
datos son obtenidos y analizados durante
un largo periodo de tiempo (afos o déca-
das). En este caso se requiere el uso de
marcadores de cepas microbianas con una
nomenclatura estandarizada y con una alta
reproducibilidad a lo largo del tiempo y en-
tre laboratorios. Se utilizan tambien para
detectar y monitorear infecciones emergen-
tes y reemergentes.

Los sistemas de tipificacién tambien deben
ser sometidos a un proceso de evaluacion y
validacion respondiendo a 2 criterios funda-
mentales (Struelens y col., 1996): rendimien-
to (eficacia) y conveniencia (eficiencia).
Entre los criterios de rendimiento se encuen-
tran la tipeabilidad, reproducibilidad, esta-
bilidad, poder de discriminacion, concordan-
cia epidemiolégica y concordancia del sis-
tema de tipificacién (Tabla 2). Entre los cri-
terios de conveniencia estan la flexibilidad,
rapidez, accesibilidad y complejidad del pro-
cedimiento. /

Tabla 2: Criterios de rendimiento en la evaluacion de sistemas
de tipificacién.
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Concordancia
Epiderzg?légica

Los métodos de genotipificacion han permi-
tido el estudio de relaciones entre cepas
colonizadoras, contaminantes e infectantes,
distinguiendo entre procesos de reinfeccion
v/s reagudizacion de un cuadro y determi-

nando la diseminacién de cepas especifi-
cas en distintas zonas geogréficas (Pfaller,
1999).

La utilidad de las técnicas moleculares de
tipificacion en la investigacion
epidemioldgica se puede evidenciar con un
par de ejemplos. En un estudio realizado por
Gutiérrez y col. (1997), se utilizé el método
de tipificacion de oligonucleo6tidos
espaciadores (espoligotipificacién) con el
objetivo de caracterizar cepas de
Mycobacterium bovis aisladas desde varias
especies, e identificadas previamente por
cualidades fenotipicas. Tal estudio demos-
tré que los aislados de humanos correspon-
dian en su mayoria a cepas del grupo
gendmico bovino, como era de suponer en
base a la epidemiologia que caracteriza a
esta zoonosis. Sin embargo, se descubrié
que tres aislados correspondian al grupo
caprino, comprobando la participacion de
esta especie animal en la transmisién de M.
bovis a seres humanos. En otro reporte,
Knowles y col. (2001) analizaron la cepa del
virus de Fiebre Aftosa (FA) causante del
brote ocurrido en el Reino Unido a princi-
pios del afio 2001. Tal estudio incluyd eva-
luaciones genéticas y geograficas del
serotipo O del virus FA, llegando a identifi-
carse como el causante de los brotes docu-
mentados desde principios de los 90 en
paises de Asia, Africa y Europa. Con esta
informacion se establece la ruta seguida por
el virus, los mecanismos mas probables de
su transmisién y el estatus epidemiolégico
de pandemia para la cepa actuante.

Los métodos moleculares también pueden
ser aplicados a la identificacién de genes
especificos, como por ejemplo aguellos que
causan resistencia a los antibiéticos, codifi-
can factores de virulencia, etc., facilitando
la decisién terapéutica y el estudio de bro-
tes con estas cepas (Pfaller 1999, 2001).

LIMITACIONES DE LAS TECNICAS
MOLECULARES

Entre las desventajas que caracterizan el
uso de técnicas moleculares se encuentran
el alto costo que significa implementarlas en
forma rutinaria, considerando los reactivos,
equipos y el adecuado entrenamiento del



personal. En andlisis gendmicos, la comple-
jidad de los resultados requiere de los in-
vestigadores conocimientos de biologia
molecular y epidemiologia, muchas veces
con el apoyo de sistemas computacionales
gue permitan la comparacién de diversos
patrones. Ademds, muchas metodologias,
nomenclaturas y cepas de referencia aun
no se encuentran debidamente validadas y
estandarizadas, por o que es muy dificil
comparar resultados obtenidos por distintos
procedimientos o por distintos laboratorios
(Struelens y col., 1996; Pfaller 1999, 2001).

La progresiva aparicién de técnicas
genotipicas més rapidas y de bajo costo
(Musser, 1996) junto a la habilitacién de la-
boratorios aptos para el desarrollo de estas
metodologias, impone la necesidad de tra-
bajar en la solucién de las limitaciones
mencionadas, ya que la falta de procedi-
mientos estandarizados incrementara enor-
memente la complejidad en la interpretacién
y comparacién de las pruebas desarrolla-
das en estas multiples condiciones.

Es destacable el esfuerzo que realizan di-
versos investigadores por incorporary difun-
dir los conceptos de la biologia molecular
en el estudio de los agentes infecciosos y
sus enfermedades, explicar la utilidad e in-
terpretacion de la epidemiologia molecular
en diversos procesos patoldgicos, asi
como la implementacién, validacion,
estandarizacién y disefio de las técnicas y
equipos necesarios en su realizacién
(Musser,1996; Struelens y col., 1996;
Tenover y col, 1997; Durr y col., 2000;
Thompson y col, 2001).

En nuestro pais, el desarrollo de la
biotecnologia y la masificacion de las técni-

cas moleculares ha generado un incipiente

estimulo a la investigacion epidemioldgica
basada en biomarcadores de algunas en-
fermedades humanas y animales. Sin em-
bargo, la brecha con respecto a naciones
desarrolladas es amplia, al igual que las
necesidades actuales en el conocimiento de
nuestra situacion epidemiolégica. La forma-
cion de especialistas y grupos
multidisciplinarios son la base para enfren-
tar este desafio, situacién que debiera abor-
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darse progresivamente en los programas de
post-grado de las universidades chilenas.
Como una primera demostracion de esta
necesidad, la Escuela de Salud Publica de
la Universidad de Chile ha ofrecido un bre-
ve curso de Epidemiologia Genética y
Molecular en enero de este mismo afio, que
ha permitido evidenciar la importancia de
estas disciplinas y de este tipo de instan-
cias en favor del estado sanitario de nues-
tras poblaciones.
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