DNA microarrays: applications in microbiology

EPISTEMUS
ISSN: 2007-8196 (electrénico)
ISSN: 2007-4530 (impresa)

Manuel Everardo Reyna Murrieta'
José Francisco Valenzuela Sanchez2

Recibido: 12 de septiembre de 2019,
Aceptado: 30 de noviembre del 2019

Autor de Correspondencia:
Manuel Everardo Reyna Murrieta
Correo: manuel.reyna.mc18@estudiantes.ciad.mx

Las tecnologias de microarreglos abren un gran abanico de posibilidades a
la investigacién a nivel molecular. Esta técnica comenz6 a mediados de los 90
con los estudios de Schena y Lockhart quienes describieron por primera vez el
desarrollo de un microarreglo para el monitoreo de la expresién de multiples
genes. En general, los microarreglos estan basados en la hibridacion de acidos
nucleicos. Permiten hacer andlisis comparativos y simultdneos de cémo se van
expresando cientos de genes en un solo experimento. Existen distintos tipos
de microarreglos como los microarreglos en portaobjetos, microarreglos de
alta densidad o Gene-Chip® y chips microelectrénicos. Los microarreglos en el
ambito de la microbiologia tienen varias aplicaciones como perfiles de expresion
génica, estudios de patogenicidad, resistencia bacteriana, farmacogendmica,
diagndstico y deteccion de microorganismos. Los microarreglos son una
herramienta innovadora para la exploracién de perfiles de expresién de genes.
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Microarray technologies open a wide range of possibilities for research at the
molecular level. This technique began in the mid-1990s with the studies of Schena
and Lockhart who first described the development of a microarray for monitoring
the expression of multiple genes. They allow comparative and simultaneous analysis
of how hundreds of genes are expressed in a single assay. They allow comparative
and simultaneous analysis of how hundreds of genes are expressed in a single
experiment. There are different types of microarrays such as glass slide microarrays,
high density microarrays or Gene-Chip® and microelectronic chips. Microarrays
in the field of microbiology have several applications such as gene expression
profiles, pathogenicity studies, bacterial resistance, pharmacogenomics, diagnosis
and detection of microorganisms. The microarrays are an innovative tool for the
exploration of gene expression profiles.
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La investigacion basada en técnicas moleculares ha
ido en aumento durante los ultimos afos. Los grandes
avances en tecnologia han provocado el surgimiento de
nuevas técnicas para la experimentacion a nivel molecular.
En el ano de 1995 surge el primer estudio que utilizd la
palabra “microarreglo”. Dicha investigacion mencionaba
que era posible vigilar la expresion de muchos genes al
mismo tiempo.

Un microarreglo (también denominado chip de ADN
6 gene chip) consiste en multiples fragmentos de ADN
complementario (donde cada uno representa a un gen
diferente) que se encuentran adheridos a un soporte
(fabricado en plastico, silice o vidrio). Hoy en dia pueden
incluir hasta 40,000 fragmentos distintos por cada
centimetro cuadrado de espacio, de este modo podemos
decir que disponen practicamente de todo el genoma en
estudio.

Las aplicaciones que han tenido los microarreglos son
muy variadas, pero ha existido un énfasis muy importante
en cuestiones médicas, bioldgicas, de alimentos, entre
otras. Particularmente se ha despertado el interés de uso
en especies bacterianas variadas. Con la ayuda de esta
avanzada técnica se pueden obtener perfiles de expresion
de distintos microorganismos, mecanismos de resistencia,
efectos de farmacos y otras mas aplicaciones.

Lastecnologias de microarreglosabrenungranabanico
de posibilidades a la investigacion a nivel molecular, por
tanto, el conocimiento y la correcta utilizaciéon de estos
procedimientos puede tener resultados muy benéficos
para las industrias médicas y de la salud.

Después de la primera descripcion de la estructura
de la ADN de doble hélice por Watson y Crick en 1953,
el proceso de separar de la cadena de ADN pronto
fue estudiado por técnicas con la electroforesis, el
Southern Blot (1975) (Southern E, 1975), northern blot
(1977), las técnicas de secuenciacién de Sanger (1975)
y de Gilbert (1977) y en 1986 la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de Kary Mullis, asi como las técnicas de
transformacion bacteriana sentaron las bases para poder
realizar estudios a nivel de expresidon de genes. Con los
conocimientos alcanzados con las técnicas anteriormente
mencionadas, el perfeccionamiento y adaptacién de
las mismas ayudaron para poder establecer uno de los
proyectos mas ambiciosos y relevantes del siglo pasado, el
Proyecto Genoma (1990-2003) [1].

Los resultados obtenidos, permitieron sentar las bases
para desarrollar una técnica con mayor poder de andlisis
y que en combinacién con los avances se obtiene una
herramienta de investigacién y diagnéstico muy poderosa
como son los arreglos de acidos nucleicos y proteinas.
Estas técnicas permiten conocer la razén por la que se
produce una enfermedad o como una bacteria puede
afectar nuestra salud e infectarnos. Una técnica muy
importante es la de microarreglos, esta técnica nos permite
conocer como el conjunto de genes de una bacteria van
cambiando o afectando a través del tiempo y esto puede
desencadenar en una respuesta que perjudica la salud de
las personas. Los comienzos de esta tecnologia pueden
ubicarse a mediados de los 90 con los estudios de Schenay
Lockhart. Schenay colaboradores describieron por primera
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vez el desarrollo de un microarreglo para el monitoreo de
la expresiéon de multiples genes bacterianos [2].

Si bien los arreglos son herramientas que se han
empleado desde hace algunos afios, la innovacion de esta
nueva generacion de arreglos radica en la miniaturizacion,
a través de pequenos chips podemos detectar la presencia
de genes. Otra innovacién es el aumento en la densidad
de secuencias que podemos encontrar por unidad de 4rea
del chip.

Los microarreglos de ADN es una de las aplicaciones
mas importantes para la informaciéon obtenida de la
secuenciacion sistematica de los genomas completos [3].

Se les considera una poderosa herramienta de analisis
en la expresion de genes debido al mayor niumero de
secuencias que se pueden analizar por cada prueba, y
ademas, tienen grandes ventajas sobre otras técnicas como
la PCR convencional, la RT-PCR y la PCR en tiempo real, en
las cuales sélo se pueden analizar un nUmero muy limitado
de genes de manera simultanea, debido a que se requiere
montar un ensayo por cada gen que se quiere analizar [1].

En general, los microarreglos estdn basados en la
hibridacién de acidos nucleicos, es decir, la union de dos
cadenas complementarias de ADN para formar una de
doble cadena. Permiten hacer andlisis comparativos y
simultaneos de cdmo se van expresando cientos de genes
en un solo experimento.

Estas técnicas se basan en los llamados Chips de ADN,
los cuales podemos describir como una gran cantidad de
puntos de ADN que se unen a una superficie como puede
ser cristal, plastico o silice. En cada uno de estos puntos se
encuentra una cantidad muy pequefia de una secuencia
de ADN especifica, y que sirve para poder hibridar una
secuencia de un gen de interés, y el cual se va a detectar
mediante la ayuda de una molécula fluorescente llamada
fluoréforo. Debido a que tenemos una gran variedad de
muestras, cada tipo de célula va a estar marcada por una
molécula fluorescente diferente, y por tanto, los colores
que se presenten durante el andlisis seran distintas.

La lectura de cada uno de estos puntos va a indicarnos
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qué genes se estan expresando y cudles no. Por supuesto
que esta informacion obtenida debe ser analizada
mediante sistemas de software especificamente disefiados
para los datos obtenidos de los microarreglos [4].

Generalmente en los experimentos tenemos que
colores rojos indican niveles de expresion, con el verde se
identifica el control. Por tanto, coloraciones verde-amarillo
muestran una expresion disminuida mientras que rojo-
naranja indican expresién aumentada.

Aunque existen diferentes técnicas parala construcciéon
de los microarreglos de ADN, el procedimiento bdsico para
trabajar con ellos es el siguiente:

Marcar la muestra del tejido a estudiar con una

molécula fluorescente.

Aislar el mRNA de las células de interés y proceder a

copiarlo mediante una sintesis in vitro para pasarlo a

cDNA (ADN complementario).

Desnaturalizar (separar) el cDNA para obtener hebras

simples a partir de dobles.

Colocar dichas hebras en el microarreglo, donde serdn

atraidas por las hebras que estan fijas en él, provocando

la unién para volver a formar una estructura de doble
hélice que serd similar a la del ADN. A este proceso se
le conoce como hibridacion.

Lavar el microarreglo para quitar las hebras simples de

nuestra muestra que no se hayan hibridado.

Hacer el escaneo del microarreglo con un laser para

poder cuantificar la fluorescencia de cada gen.

En general, la actividad de un gen se representa por
el nimero de copias de mRNA de ese gen en una muestra
de células. Si obtenemos bajos niveles de fluorescencia
podemos decir que pocas copias se han hibridado y que,
por tanto, el gen de interés tiene poca actividad en la célula.
Por otra parte, cuando observamos niveles elevados de
fluorescencia nos indica que el gen esta teniendo mucha
actividad [5].

Existen distintos tipos de microarreglos, los cuales
tienendiferenciasfundamentales enlossoportes utilizados,
por lo que se pueden catalogar como microarreglos en
portaobjetos, microarreglos de alta densidad o Gene-
Chip®y chips microelectrénicos [6].
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Este tipo de microarreglos se diferencian de los
microarreglos convencionales en tres aspectos: a) utilizan
un portaobjetos de cristal o plastico como soporte; b) el
marcado o senalizacién de las muestras se realiza mediante
fluorescencia, y ¢) contienen un gran nimero de sondas.
Este tipo de microarreglos fue introducido en 1995 por
el grupo de PO. Brown en la Universidad de Stanford [7].
Las ventajas de este sistema es que la hibridacién tiene
lugar en una cdmara de hibridacién pequena, de modo
que se trabaja con volimenes mucho mas pequefos y
la concentracion relativa de las sondas es mayor, puede
sintetizarse en el propio laboratorio y sobre todo que la
utilizacién de la fluorescencia como sistema de marcado
permite hibridar en un mismo microarreglo varias muestras
conjuntamente (por ejemplo, control y problema).

Un tipo particular de microarreglos son los producidos
por Affymetrix, una compania que ha ideado y patentado
unatecnologiaque permitede manerasimultanealasintesis
y la impresion de las sondas moleculares directamente en
la fase sélida. Estos microarreglos contienen mas de 50.000
sondas y actualmente son los que poseen mayor numero
de sondas y mayor densidad. La ventaja de este sistema
es que es muy reproducible, ya que las condiciones estan
muy estandarizadas. Los inconvenientes principales son
que el andlisis con este tipo de microarreglos requiere el
uso de escdneres y software especificos que Unicamente
provee la propia compafia, y que estos microarreglos
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 hibridacion.

Los chips microelectrénicos o Nanochip son uno de
los formatos mas novedosos dentro de los microarreglos.
Su desarrollo es el resultado de la combinacién de varios
avances en el campo de la biologia molecular y las técnicas
de microfabricacion de semiconductores. En lugar de una
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membrana o un portaobjetos este tipo de microarreglos
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 llamado biotina-estreptavidina. La
incorporacion 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 los microarreglos, 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, incrementando su concentracion
sobre las sondas, y por tanto, aumentando la efectividad
de la hibridacién. Ademas, si tras el proceso de hibridacion
se invierte la polaridad se elimina el exceso de muestra y
puede procesarse una nueva [7].

Cada uno de los tipos de microarreglos va a ofrecer
ventajas y desventajas al momento de aplicarlo en un
trabajo de investigacion. En microbiologia se han utilizado
para caracterizar cepas (variantes) de microorganismos
y establecer la presencia de factores de virulencia en
bacterias de interés clinico [8]. Ademas, se ha investigado
la respuesta de la célula hospedadora frente a la accion del
microorganismo.

Tradicionalmente en la microbiologia se han utilizado
medios de cultivos, tinciones o pruebas bioquimicas para
poder identificar a la mayoria de las especies bacterianas.
Algunos de estos tipos de ensayos requieren un largo
periodo de tiempo antes de poder obtener resultados
definitivos, porlo que se ha buscado desarrollar alternativas
para poder detectar caracteristicas moleculares de las
bacterias [6].

Inicialmente los métodos de identificacion bacteriana
se basaban en hibridar fragmentos de ADN marcados. Esto
generaba un problema ya que existia un bajo nimero de
estos microorganismos que se querian detectar. Cuando
surgieron las técnicas de PCR se logré suplir esta limitante
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debido a que se tenia un sistema de
amplificacion de los genes. Si bien esto
ayudo a poder identificar poblaciones
bacterianas también mostré otras
limitaciones: en primer lugar, podrian
existir mutaciones en las regiones
del ADN que fueran reconocidas por
los primers (iniciadores) que podrian
conducir a falsos negativos. Debido a
esto, muchas veces se volvia necesario
secuenciar el producto que se obtenia
por amplificacién para poder identificar
dichas mutaciones.

Con la llegada de los microarreglos
de ADN se solucionaron muchas de
estas cuestiones. Esta técnica permitio la
deteccion de genes especificos o ciertas
regiones de un microorganismo [6].

Podemos resumir las aplicaciones
de los microarreglos en el ambito de la
microbiologia en los siguientes campos:

Es la principal aplicacién para la que se han usado
los microarreglos en la microbiologia. De esta manera se
generan perfiles transcripcionales o de expresion genética.
Para cada gen o regién de ellos se puede medir la actividad
transcripcional bajo ciertas condiciones, y pudiéndose
comparar con otras distintas [9]. Debido a este tipo de
experimentos se ha llegado a comprender de mejor
manera como se dan las respuestas frente a los distintos
cambios ambientales y la expresién génica que muestran
los microorganismos.

Cuando se tienen perfiles de expresion bacteriana
obtenidos bajo condiciones que simulen las del
hospedador, se obtiene informacién sobre las interacciones
metabdlicas que se generan, ademads de las rutas que sigue
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una infecciéon microbiana. Es por ello que
el énfasis de los estudios en bacterias
patégenas es el poder identificar
aquellos genes bacterianos que se van
a expresar especificamente durante los
periodos de infeccién, ya sean genes
que permitan al microorganismo una
adaptacién a las condiciones que le
brinda su hospedador, o que la bacteria
invasora active genes que codifiquen
para factores de virulencia. [9 y 10].

Los estudios de genotipificacion
bacteriana de la resistencia a antibioticos
mediante los microarreglos de ADN son
escasos, peroestatécnicahasidoprobada
en aislamientos clinicos de bacterias
resistentes a distintos farmacos. Uno de
losméscomunesenbacteriasformadoras
de (-lactamasas. En estos ensayos se
utilizan oligonucleétidos inmovilizados,
y lo que se busca encontrar son polimorfismos de genes (es
decir, variaciones en algun lugar de la secuencia del ADN).
Por tanto, a partir de muestras de ADN de aislamientos
clinicos se hace genoatipificacién para conocer los genes
que estan causando resistencia a los antibiéticos en las
bacterias [4].

Cuando se da la inhibiciéon de un determinado proceso
celular por la accién de un farmaco puede dar como
resultado que se activen mecanismos dentro de la célula,
lo que provoca cambios en el perfil de expresion celular.
Estudiar estos cambios mediante microarreglos de ADN
puede revelar informacién sobre la manera de actuar de
los farmacos o de los inhibidores. Este tipo de ensayos han
sido probados en distintas bacterias y ayudan a definir
nuevas medidas terapéuticas, ademas de colaborar con la
sintesis de nuevos compuestos [9].

El diagnéstico de enfermedades se ha realizado
mediante microarreglos de ADN, que permiten el estudio
de cambios simples en la secuencia de ADN y mutaciones
en genes complejos que se asocian a una enfermedad
concreta. La identificacién de microorganismos patégenos
(como las bacterias) mediante esta técnica es de gran
utilidad en diversas patologias infecciosas. La ventaja es
que pueden emplearse en la deteccion simultanea de un
amplio nUmero de microorganismos, lo que disminuye
los tiempo y costos de la enfermedad, ademas de brindas
mejores diagnodsticos y con ello, poder administrar los
tratamientos mas adecuados al padecimiento [11].
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La principal ventaja de esta metodologia es la
posibilidad deacoplamiento simultdneade ungran nimero
de sondas, por lo que permite detectar a la vez un amplio
numero de microorganismos (bacterias, virus, parasitos
y hongos). Ademas, permite no sélo la identificacion del
microorganismo, sino también el andlisis del genotipo de
resistencia a los antibioticos y la presencia de factores de
patogenicidad, mediante deteccidon de genes especificos
0 cambios en su genoma. Sin embargo, existe una serie
de desventajas que probablemente en el futuro podran
ser resultas. Una de ellas es la baja sensibilidad, que en la
actualidad hace dificil la utilizacién de esta metodologia
para la deteccion directa del microorganismo en el
producto patoldgico, a no ser que se incorpore un paso
previo de duplicacién del genoma. No obstante, cuando
los microarreglos ya sean miniaturizados, su sensibilidad
probablemente aumentard, 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
amplificacion previa.

Otra desventaja importante es que la detecciéon de un
gen de resistencia no significa que este expresando o este
activo ese gen deresistencia, porlo que ademdas de detectar
la presencia del gen deberiamos detectar la expresion de
éste mediante andlisis del ARN mensajero (ARNm) [12].
Desde el punto de vista de la deteccion de la resistencia
a los antibiéticos de un microorganismo determinado
directamente del producto patolégico comporta también
una serie de inconvenientes, como son:

La gran cantidad de mecanismos de resistencia que
existen para un antibiotico determinado y la necesidad de
contemplarlos todos ellos en el microarreglo de ADN.

Para algunos mecanismos es necesario determinar si
el gen es funcional o estd activo en la bacteria [13].

La aparicidon de nuevos mecanismos de resistencia no
contemplados en el microarreglo.

Si el producto patolégico corresponde a una zona del
cuerpo humano que presenta una poblacién de bacterias
no dafinas, ésta puede interferir con la deteccién, ya que el
mismo mecanismo de resistencia puede estar presente en
algunas de las bacterias que constituyen este microbiota.
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Los avances tecnolégicos suponen un reto en el
desarrollo de la Microbiologia Clinica. Los microarreglos
es una herramienta innovadora para la exploracion de
perfiles de expresion y para la busqueda de diferencias en
el contenido genético en genomas completos. Esta técnica
debe ser aplicada no sélo en la mejora de la eficiencia
diagndstica sino también en los procesos del propio
laboratorio y los que trascienden al propio individuo, sano
o enfermo. El continuo desarrollo tecnoldgico hara posible
préximamente la mejora de la técnica de microarreglos
de ADN, haciéndola mucho mas efectiva y pudiendo
responder con mas eficacia a cuestiones a escala genémica,
o lo que es lo mismo, del organismo completo.
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