EDITORIAL

El diagnéstico clinico laboratorial aplicando técnicas
moleculares

Making a clinical laboratory diagnosis using molecular
techniques

Prof. Graciela Russomando, PhD"”

El diagnodstico molecular se refiere al area de
laboratorio clinico de la medicina en el que se aplica
la deteccién y el andlisis de acidos nucleicos para
diagnosticar y predecir el prondstico, guiar la
terapéutica y evaluar la susceptibilidad a la
enfermedad. Los avances en el diagndstico
molecular son el reflejo del creciente conocimiento
enel campo delabiologia molecular.

El diagndstico molecular se esta convirtiendo en una
modalidad de andlisis estandar en muchos
laboratorios de diagnostico clinico en todo el mundo
y sus ventajas han sido ampliamente publicitadas en
los dltimos 20 afios. En la actualidad existe una
variedad de paquetes comerciales en el area de las
enfermedades infecciosas y no infecciosas, lo que ha
estimulado a los laboratorios a incluir las técnicas de
biologia molecular para el diagnostico clinico. En
nuestro pais y en la region, en los tltimos 5 afios
también se ha sentido un aumento de la presiéon en
los laboratorios clinicos para aplicar las técnicas
moleculares en una amplia variedad de
enfermedades infecciosas, genéticas, oncoldgicas y
neuroldgicas.

Las areas donde mayormente se aplican los estudios
moleculares genéticos en el campo de la medicina
laboratorial pueden enumerarse de la siguiente
manera:

1. Diagnostico de enfermedades infecciosas y
evaluacion cuantitativa de la carga viral por ejemplo
en enfermedades infecciosas cronicas.

2. Diagnostico avanzado en patologias prenatales.

3. Deteccion de mutaciones con capacidad de causar
enfermedades.

4. Analisis de unlocus con susceptibilidad genética.
5. Determinacion de perfiles moleculares y
clasificaciéon de los tumores malignos, o la detecciéon
de enfermedad residual minima en el cancer.

Las pruebas moleculares brindan gran utilidad a los
laboratorios clinicos en el campo de las enfermedades
infecciosas. Estos métodos moleculares son aplicados
para la deteccion de microorganismos no cultivables,
deteccion de variantes genéticas, identificacion de
genes de resistencia a antibioticos o antivirales, y
genes asociados a toxinas. Ademas, la capacidad de
cuantificar organismos infecciosos supone una gran
ventaja para evaluar la eficacia del tratamiento, la
deteccidon de organismos resistentes y para orientar
hacia un cambio en la terapéutica. Es importante
mencionar que las plataformas basadas en la PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) en tiempo real
(qPCR) permiten obtener resultados cuantitativos
mas fiables, por tanto, la utilizacion de métodos
moleculares en el analisis de enfermedades
infecciosas esta teniendo un gran impacto en el
diagnostico, tratamiento, evaluacion y prondstico de
los pacientes que la padecen.

En microbiologia clinica es fundamental identificar
el agente etioldgico responsable del proceso
infeccioso, para conocer sus implicancias
patogénicas/patoldgicas, la evolucion clinica, a los
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fines de aplicar una terapia antimicrobiana eficaz, de
ahi que un pilar fundamental en la practica de la
microbiologia clinica lo constituye la asignacion de
especie a un aislamiento microbiano y la deteccién
deresistencia.

Dentro de la practica de la rutina diaria, el
laboratorio de microbiologia dispone de técnicas
fenotipicas que permiten lograr dicho objetivo. Sin
embargo, pueden presentarse situaciones diversas
como dificultades en el aislamiento, crecimiento
lento o en medios de cultivo in vitro complejos, baja
actividad en las pruebas bioquimicas, ausencia o
baja efectividad de técnicas seroldgicas, etc. que
confieren a las técnicas moleculares un rol
protagoénico.

En nuestro pais se emplean métodos moleculares en
el drea de microbiologia clinica, en el Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Asuncion (IICS-UNA) en
lo relacionado a mecanismos de resistencia
antimicrobiana, y en el Laboratorio Central de Salud
Publica, MSP y BS, centro de referencia
principalmente en casos de meningitis y neumonta.

Es de gran relevancia poner en conocimiento de la
poblacién pedidtrica algunos estudios aplicados en
el IICS-UNA en el area de infectologia, algunas
técnicas son “in house” y otras son con Kkits
comerciales, citados a continuacion.

Técnicas moleculares “in house” en bacteriologia.
Pseudomonas aeruginosa: Caracterizacion de la
resistencia a carbapenemes mediante la deteccion de
presencia y localizacién de genes codificantes de
metalo-(3;-lactamasas (MBLs) y tipificacion
molecular de los aislamientos productores de MBLs
PCR. Klebsiella pneumoniae: Caracterizacion de la
resistencia a carbapenemes mediante la deteccion de
presencia y localizacién de genes codificantes de
carbapenemasas y tipificacion molecular de los
aislamientos productores de KPC por PCR.
Staphylococcus aureus: Caracterizacion genotipica
de la meticilino resistencia, caracteristicas asociadas
a aislamientos “hospitalarios” y “comunitarios”.
Ademas de la identificacion del tipo de SCCmecy la
aplicacion de métodos de tipificacion para
identificacion de clones.

Técnicas moleculares en virologia. Se emplean con

fines de diagnodstico y evaluacion cuantitativa de la
carga viral en enfermedades infecciosas cronicas.
Hoy en dia prevalece el empleo de kits comerciales
que permiten la deteccién multiple y simultanea de
mas de 20 patdgenos virales en voliimenes pequefios
de fluidos corporales y en forma sindrémica
(aspirados nasofaringeos en enfermedades
respiratorias; liquido cefalorraquideo en
meningoencefalitis, encefalitis, meningitis, etc.). La
deteccion multiple es factible gracias a los equipos
conocidos como termocicladores a tiempo real
(qPCR) que no solo permiten la detecciéon sino
también la cuantificacion de los agentes infecciosos
presentes en las muestras bioldgicas sin necesidad de
aislar o amplificar previamente. Esta metodologia ha
reducido sustancialmente la necesidad de contar con
un gran volumen de muestra biologica, muchas
veces dificil de obtener, ya que la deteccion
simultdnea permite el analisis en pequefios
volimenes desde 100-200ul. de muestra con muy
buena sensibilidad y especificidad. Esta modalidad
es también empleada en algunos laboratorios clinicos
en la practica de la medicina privada en nuestro pais.

Actualmente se puede hablar de la existencia de
aproximadamente 106 analitos moleculares no
infecciosos disponibles y aplicados de rutina en el
laboratorio clinico, principalmente en paises
desarrollados, segtin datos del Comité Internacional
de Diagnostico Molecular”. Las técnicas moleculares
aplicadas con mayor frecuencia son: amplificacion
de acidos nucleicos, técnicas de hibridacion
especifica de secuencia y la secuenciacion de
regiones especificas de acidos nucleicos. Los avances
en el diagnostico molecular permiten hoy en dia
detectar tumores a través de la deteccién de los
acidos nucleicos que circulan en un momento dado
en el torrente sanguineo, conocido como un “perfil
en medio liquido" de la genética y epigenética de
tumores y sus metastasis y en el diagndstico prenatal
noinvasivo.

En una reciente encuesta, (atin no publicado) llevada
a cabo en América Latina solicitando informacién
sobre 106 analitos moleculares que se aplican de
rutina principalmente en Europa, Japén y EEUU, se
vio que tan solo un 20% de los mismos se emplean en
los laboratorios clinicos. Existen pocos laboratorios
publicos y privados involucrados y emplean
mayormente técnicas “in house” y muy poco kits
comerciales. En el IICS-UNA se realizan 6 de 91
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estudios, todos ellos como técnicas “in house” y son:
Factor Il Gen (Protrombina): G20210A Polimorfismo,
Factor V Gen: Mutacion Leiden G1691A (Arg506Gln)
(rs6025), Deficiencia de Metilen tetrahidrofolato
Reductasa (MTHFR), Enfermedad Minima Residual,
Oncologia Hematologica Molecular y Genética
Molecular de Trombofilia. Desde este ano en
Paraguay, en el sector privado, se desarrollan
estudios relacionados a analitos moleculares en
oncologia de tumores sélidos.

Si bien varios métodos basicos estan disponibles
como sistemas de kits para asegurar la robustez y
para justificar la compatibilidad con las plataformas
de hardware existentes en el mercado, se ha
demostrado que los resultados en las pruebas de
control de calidad de los laboratorios familiarizados
con materiales desechables y equipos conocidos
como "black box" o “cajas negras” resultan muchas
veces significativamente peores que en los
laboratorios que ajustan sus métodos siguiendo una
literatura primaria . Las técnicas “in house” deben
ser consideradas, por los elevados costos de los kits
comerciales, principalmente en paises en vias de
desarrollo. Las inversiones en hardware y
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consumibles son el factor de costo mayor que limitan
el acceso a las pruebas moleculares en nuestros
laboratorios de diagndstico clinico.

Es importante tener en cuenta que algunos métodos
moleculares no estan exentos de problemas tanto en
su ejecucion como en su interpretacion, por lo que
debieran estar reservados para aquellos laboratorios
con personal familiarizado con estas técnicas y que
tengan la infraestructura necesaria para su
realizacion.

En la presente publicacion de la revista PEDIATRIA,
se presenta el resultado de una interesante
investigacion en el articulo cuyo titulo es
“Caracterizacion molecular de factores de
virulencia de aislados Escherichia coli obtenidas de
heces de nifios con gastroenteritis del Hospital
Central de Instituto de Prevision Social” de los
autores Canata M y colaboradores”, cuyo objetivo
fue detectar por PCR multiple, los genes
codificantes de factores de virulencia en aislados
Escherichia coli,; demostrando asi y resaltando la
importancia del empleo de técnicas moleculares
parael diagnostico clinico laboratorial.

Biology Curriculum (C-CMBC); a ten-year experience.
Clin Chim Acta. 2014;436:5-8.

3. Canata MG, Navarro R, Velazquez G, Rivelli S,
Rodriguez F, Céspedes A, Espinola C, Canese], Guillén
R. Caracterizacion molecular de factores de virulencia de
aislados Escherichia coli obtenidas de heces de ninos con
gastoenteritis del Hospital Central de Instituto de Previsién
Social en el 2012. Pediatr (Asuncion). 2016;43(1):13-17.

Pediatr. (Asuncion), Vol. 43; N° 1; Abril 2016




