Fay

Revista Cientifica de Salud BIOSANA Vol. 4, Nim. 3. (Edicion Especial | 2024) Pag 143-153. ISSN: 2960-8481

Técnicas moleculares aplicadas al diagnostico clinico [
Revista Cientifica de Salud

TECNICAS MOLECULARES APLICADAS AL DIAGNOSTICO
CLINICO

MOLECULAR TECHNIQUES APPLIED TO CLINICAL DIAGNOSIS

Jennifer Lopez Sanchez'”

1 Universidad Técnica de Ambato. Facultad de Ciencias de la Salud. Ambato-Ecuador. ORCID:
https://orcid.org/0009-0004-3966-0476. Correo: jlopez4595@uta.edu.ec

Gabriela Valenzuela Sanchez?

2 Universidad Técnica de Ambato. Facultad de Ciencias de la Salud. Ambato-Ecuador. ORCID:
https://orcid.org/0000-0002-2691-44477. Correo: gp.valenzuela@uta.edu.ec

* Autor para correspondencia: jlopez4595@uta.edu.ec

Resumen

Las técnicas de biologia molecular permiten realizar diagndsticos de forma mas rapida, posibilitan monitorear
la progresion de alguna enfermedad, mejorar la calidad de los prondsticos. Existen muchas variantes para
amplificar, detectar y secuenciar acidos nucleicos como el ADN o ARN, dependiendo de las sospechas
clinicas. La técnica mas comun es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sobre la cual se han
desarrollado distintas modificaciones para mejorar el proceso de diagnostico e interpretacion, como son: la
PCR multiplex, RT-PCR, los microarrays y la secuenciacion de proxima generacion. Los objetivos del estudio
se enfocan principalmente en reconocer las técnicas de biologia molecular aplicadas en el diagnostico clinico,
analizar las técnicas mas comunes usadas para identificar alteraciones en el genoma e identificar las distintas
técnicas que podrian llegar a implementarse para un mejor diagnostico. La técnica de PCR-multiplex permite
la deteccién simultanea de multiples patdgenos en una sola reaccion, lo que resulta Gtil para el diagnostico
temprano, mostrando mayor sensibilidad que los hemocultivos convencionales, la secuenciacion de préxima
generacion es una alternativa para el analisis de muestras citolégicas, permitiendo predecir la respuesta al
tratamiento y el riesgo de malignidad en cancer de cuello uterino, donde se han identificado mutaciones
frecuentes; RT-PCR/tiempo real es la técnica molecular principal para la deteccion del SARS-CoV-2,
amplificando los genes E, RARP y N, con alta sensibilidad y especificidad para el mismo. La hibridacion
gendmica comparada mediante microarrays es una herramienta prometedora para el diagndstico prenatal de
anomalias cromosdmicas fetales y enfermedades genéticas, evitando la necesidad de técnicas invasivas.

Palabras clave: diagnostico genético, array-CGH, secuenciacion de proxima generacion, PCR.
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Abstract

Molecular biology techniques make it possible to get a diagnoses so quickly, make it possible to monitor the
progression of a disease, and improve the quality of prognoses. There are many variants to amplify, detect
and sequence nucleic acids such as DNA or RNA, depending on clinical suspicions. The most common
technique is the polymerase chain reaction (PCR), on which different modifications have been developed to
improve the diagnosis and interpretation process, such as: multiplex PCR, RT-PCR, microarrays and
sequencing. Next Generation. The objectives of the study focus mainly on recognizing the molecular biology
techniques applied in clinical diagnosis, analyzing the most common techniques used to identify alterations
in the genome and identifying the different techniques that could be implemented for a better diagnosis. The
multiplex PCR technique allows the simultaneous detection of multiple pathogens in a single reaction, which
is useful for early diagnosis, showing greater sensitivity than conventional blood cultures. Next generation
sequencing is an alternative for the analysis of cytological samples. Allowing to predict the response to
treatment and the risk of malignancy in cervical cancer, where frequent mutations have been identified; RT-
PCR is the main molecular technique for the detection of SARS-CoV-2, amplifying the E, RARP and N genes,
with high sensitivity and specificity for the same. Comparative genomic hybridization using microarrays is a
promising tool for prenatal diagnosis of fetal chromosomal anomalies and genetic diseases, avoiding the
need for invasive techniques.

Keywords: genetic diagnosis, next generation sequencing, genomics, PCR.
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Introduccion

La biologia molecular es un estudio centrado en la estructura, funcion y composicion de moléculas esenciales
como el ADN, el ARN y proteinas, se emplea varios métodos para entender las interacciones entre estas, la
expresion genética y la regulacién celular (1). Las técnicas de biologia molecular se han convertido en
herramientas indispensables en el diagndstico clinico y la medicina.

La biologia molecular ha revolucionado el diagnostico clinico a través de tecnologias de deteccion mas rapidas
y precisas para el reconocimiento de diversas patologias. Técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) permiten detectar patdgenos como virus, bacterias o parasitos, realizando copias de una determinada
region de ADN que se desea amplificar (2). Ante la pandemia mundial enfrentada hace pocos afos, se ha
considerado la relevancia de las técnicas moleculares y su uso en el laboratorio clinico, a partir de ello la PCR
en tiempo real (RT-PCR) ha sido considerada el estandar de oro para la identificacion del SARS-CoV-2
mediante un proceso de amplificacién de los genes blancos de la estructura del virus (3).

Otro desafio importante que enfrenta la poblacion es la deteccion temprana de VPH para la prevencion de
cancer de cuello uterino, para ello el analisis de muestras citologicas mediante técnicas de secuenciacion de
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nueva generacion (NGS) en comparacion con el uso de muestras histologicas convencionales, permiten, por
un lado, predecir de manera mas precisa la respuesta del paciente a los diferentes tratamientos y, por otro lado,
refinar la evaluacion del riesgo de malignidad de la enfermedad (4). En el estudio realizado por (5) aporta que,
la combinacidn de PAP test y los métodos moleculares de identificacion de infeccion con VPH han demostrado
ser herramientas Utiles para disminuir la prevalencia de esta patologia a nivel de Latinoamérica.

El objetivo de la presente revision bibliografica es describir las técnicas moleculares empleadas para el
diagnostico clinico, ya que, permiten realizar diagndsticos de forma més temprana y confiable, al tiempo que
posibilitan el monitoreo de la enfermedad, establecer su prondstico y aumentar la supervivencia.

Materiales y métodos

Para esta revision bibliografica, se realiz6 una investigacion de tipo descriptivo, se emple las siguientes bases
de datos: Pubmed, Repositorios Universitarios, WileyOnline Library, Scielo y Google académico. Se
utilizaron palabras clave como: “diagndstico genético, técnicas moleculares, genomica, PCR”. Se realiz6 una
revision de literatura en inglés y espafiol con de los articulos disponibles dentro de los ultimos 5 afios de
publicacion. Ademas, se descartaron los duplicados, los articulos no originales y las publicaciones que no
cumplian con los objetivos de la revision.

— Articulos identificados mediante | | Scielo.  Pubmed.  WilleyOnline
IDENTIFICACION las diversas bases de datos Library, Google académico,
(n=248) Repositorios Universitarios.
SELECCION Articulos seleccionados (n=83) — | No seleccionados (n=43)

}

. Articulos  elegidos or la Excluidos (n=26)
ELECCION . ) P _ —*| Texto completo no disponible
relevancia y aporte al tema (n=40) (=9)
No relevantes (n=5)
l Otros estudios (n=3)
INCLUSION Articulos incluidos (n=35)

Figura 1. Flujograma utilizado para la recopilacion bibliogréfica.
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Resultados y discusion
PCR-multiplex

Los ensayos moleculares aplicados para el diagndstico temprano de sepsis en recién nacidos cobran relevancia
en cuanto a los resultados emitidos en comparacién con los hemocultivos (6). El estudio realizado por (7)
establece que, el 15% de las muestras analizadas presentan resultados positivos para multiples bacterias a
partir del panel de PCR-multiplex dirigida a Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae (GBS),
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterobacteriaceae, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis y Mycoplasma genitalium.

Actualmente, el hemocultivo es el estandar de oro para el diagnéstico de sepsis neonatal, sin embargo, esta
prueba suele arrojar resultados positivos en la minoria de muestras de individuos sospechosos de esta
patologia, en tanto, existen varias causas que pueden generar falsos negativos como por ejemplo la
insuficiencia de volumen de sangre, muestras con bajos niveles de bacteriemia, pacientes que reciben
tratamiento de antibidticos si saber su resultado previamente o cuando el cultivo se ve afectado por bacterias,
hongos o virus oportunistas (8) es importante destacar que, Ureaplasma spp. y Mycoplasma spp., rara vez se
detectan en cultivos por sus rigurosos requisitos de crecimiento, sin embargo, mediante el uso de PCR
multiplex se puede identificar estos microorganismos mediante el reconocimiento de cinco genes expresados
diferencialmente: PROS1, TDRD9, RETN, LOC728401 y METTL7B y el de genes relacionados con el sistema
inmunitario: NSUN7, cuyo analisis podria favorecer el tratamiento (9).

Otros estudios que emplean esta técnica identifican que, las infecciones por equinococosis son ocasionadas
por helmintos pertenecientes al geénero Echinococcus, existen especies estrechamente relacionadas
involucradas en lesiones parasitarias que afectan a animales y ocasionalmente a los seres humanos. La prueba
de PCR multiplex posibilita la identificacion de cuatro especies de Echinococcus, basada en una secuencia de
880 pb del gen parcial de la subunidad I (cox1) del citocromo ¢ oxidasa como lo demuestra el estudio de
(Shang et al. 2019) para identificar la presencia de equinococosis alveolar (EA) y equinococosis quistica (CE)
causadas por Echinococcus multilocularis, E. granulosus sensu estricto, E. ortleppi y E. canadensis (10).

La deteccion de la infeccion causada por E. granulosus o E. multilocularis, de forma preferencial en los lugares
con bajos recursos econdmicos se realiza por medio de ecografias y radiografias, esto permite evidenciar la
existencia de quistes de estas especies alojados en el higado y los rifiones, para retirar los quistes el tratamiento
a elegir es retirarlos de manera quirurgica, lo cual, es un riesgo para los pacientes (11). Sin embargo, la técnica
molecular favorece un diagnéstico méas preciso y temprano, esto disminuiria considerablemente el indice de
mortalidad post quirdrgica por hidatidosis que como reporta la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
actualmente es del 2,2%, ademaés, se podria disminuir el 6,5% de los casos de recidivas que retrasan la
recuperacion.

PCR de transcripcion inversa/tiempo real

En el caso de la enfermedad producida por SARS-CoV-2 los objetivos moleculares principales para la
deteccidn de virus son dos genes especificos: el gen (E) que codifica la proteina de envoltura viral y el gen
RdRP que codifica la ARN polimerasa ARN-dependiente, los coronavirus tipicos tienen al menos diez marcos
de lectura abierta (ORF) en su genoma (12); los primeros ORF se traducen en dos grandes poliproteinas, otros
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ORF del SARS-CoV-2 codifican cuatro proteinas estructurales vitales: la proteina spike (S) de la envoltura,
la proteina de envoltura (E), la nucleocépside (N) y la proteina de membrana (M) (13).

Estudios recientes han demostrado que los cebadores N, ORF y RdRp tienen mayor sensibilidad,
especificidad, con el 96,6% y 100,0% vy, 95,7% y 88,9% respectivamente (14). Por otro lado, se sabe que la
aparicion de nuevas mutaciones en el genoma de este virus dificulta potencialmente la deteccion y el
diagnostico de COVID-19 debido a cambios en las regiones diana y la secuenciacion genética se vuelve mas
diversa (15).

La amplificacion del ARN viral mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) se lleva a cabo utilizando muestras obtenidas del tracto respiratorio superior. En este
proceso, se establece un umbral de ciclo (Ct), que se define como el nimero de ciclos de amplificacion
requeridos para que el gen especifico alcance el limite de positividad (3). EI uso del umbral de ciclo (Ct)
proporciona una medida semicuantitativa de la carga viral presente en la muestra, un valor de Ct bajo indica
una mayor carga viral, lo cual puede estar relacionado con una mayor transmisibilidad y gravedad de la
enfermedad; durante los primeros meses de la pandemia, cuando las pruebas seroldgicas aun no estaban
ampliamente disponibles, la RT-PCR fue la Unica prueba confiable para el diagnostico de COVID-19. Esto
fue fundamental para comprender la propagacion del virus y tomar medidas de salud publica adecuadas.

De acuerdo con la actualizacion de casos por coronavirus en Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica (INSPI) ha recibido 2°470.170 muestras para RT-PCR COVID-19 de las cuales 732.038 son
casos confirmados con esta prueba, en los laboratorios autorizados por la Agencia de Aseguramiento de la
Calidad de los Servicios de Salud y Medicina Prepagada— ACESS hasta el corte abril 2023 (Ministerio de
Salud Publica de Ecuador 2024; Ministerio de Salud Publica de Ecuador 2023). A partir, del 2019 la técnica
de PCR en tiempo real se convirtio en la técnica mas comun usada en laboratorio clinico, varios laboratorios
implementaron areas de biologia molecular debido a que la Unica forma de diagnosticar una infeccion por
COVID-19.

GeneXpert MTB/RIF

Un estudio comparativo entre la técnica molecular GeneXpert MTB/RIF y las técnicas convencionales de
diagndstico de tuberculosis (BK y cultivo en Lowenstein-Jensen) (16) en pacientes sintomaticos, con un
enfoque particular en aquellos con coinfeccién VIH, destaca la importancia de implementar nuevas
herramientas diagnosticas para lograr un prondéstico rapido y correcto de la tuberculosis, especialmente en
poblaciones vulnerables. El estudio concluye que GeneXpert MTB/RIF demostrd ser una herramienta
diagndstica efectiva, permitiendo la deteccidn rapida de Mycobacterium tuberculosis y la identificacion de
resistencia a la Rifampicina, lo que facilita el inicio temprano del tratamiento especifico y contribuye a evitar
la diseminacion de la infeccion (17).

La incidencia de resistencia a la rifampicina en Mycobacterium tuberculosis en muestras pulmonares indican
una baja tasa de resistencia (18), hasta finales de 2022, paises desarrollados y subdesarrollados habian
adquirido médulos GeneXpert a través de la iniciativa de acceso negociado por precios con preferencia de la
OMS, asi mismo un informe de esta institucion en el afio 2021 indica que al menos 3,5 millones de personas
con presunta tuberculosis habian sido evaluadas anualmente con esta técnica en afios recientes (11). Se resalta
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el potencial de la prueba molecular en la mejora del diagnostico temprano y el tratamiento adecuado de la
tuberculosis multidrogoresistente (19).

El rendimiento de GeneXpert MTB/RIF para detectar resistencia a la rifampicina en mutaciones menos
comunes en el gen rpoB, un estudio demostré que Xpert identifico correctamente la mayoria de las mutaciones
subyacentes de rpoB, pero también genero resultados imprecisos en un nimero significativo de casos. Esto
destaca la importancia de interpretar cuidadosamente los resultados de la prueba, ya que podrian indicar
resistencia a la rifampicina en un grado desconocido. Aunque Xpert es una herramienta valiosa para detectar
resistencia a la rifampicina, su capacidad para identificar mutaciones menos comunes puede ser limitada en
algunos casos (20).

Los autores indican la precision diagnostica de GeneXpert MTB/RIF realizado en una muestra combinada de
esputo, en donde, la sensibilidad y el valor predictivo negativo de Xpert, son superiores a los de baciloscopia
alcohol acido resistentes (21). Esto respalda el uso de Xpert como un enfoque rapido y efectivo para descartar
la tuberculosis en entornos de baja incidencia, lo que puede llevar a un aislamiento mas rapido de los pacientes
y una mejor gestion de los recursos de salud (22). Ademas, los resultados del estudio de (23) muestran la
sensibilidad de la prueba en saliva es comparable a la de la muestra de esputo, lo que sugiere que la saliva
podria ser una alternativa viable para el diagndstico de tuberculosis en entornos con una alta carga de la
enfermedad y cuando la recogida de esputo puede ser dificil.

En la mayoria de los casos se emplea el cultivo bacterioldgico estandar para el diagndstico de Mycobacterium
tuberculosis en muestras de tuberculosis extrapulmonar (EPTB), si bien, el estudio de (24) muestra una alta
concordancia entre GeneXpert y el cultivo en la mayoria de las muestras, también revela una sensibilidad
relativamente baja del 69,4% en comparacion con el cultivo. Esto sugiere que GeneXpert podria perder
algunos casos de EPTB, especialmente en muestras de liquidos ascitico y pleural, aunque ofrece un tiempo
de respuesta rapido, sus resultados negativos deben interpretarse con precaucion, especialmente en entornos
endémicos donde la tuberculosis es comin. Esta es una de las técnicas cominmente integradas en areas de
laboratorio clinico, principalmente asociadas a zonas de hospitales, es por tanto que se tiene mucha y relevante
informacidn sobre la técnica y sus usos en el diagnostico de tuberculosis, ademas, que nos permite interpretar
la posible resistencia a diversos antibiéticos.

Técnicas innovadoras para el diagndstico clinico
Secuenciacion de proxima generacion

En las muestras citoldgicas analizadas por secuenciacion de proxima generacion (NGS) son una alternativa
valiosa a las muestras histolégicas convencionales, para predecir la respuesta al tratamiento y determinar el
riesgo de malignidad, estas son una fuente de ADN de alta calidad para el analisis, siendo Util para predecir la
evolucion de los pacientes (4). Estudios realizados en tejidos cancerigenos han permitido detectar que una de
las mutaciones mas frecuentes, es en el gen TP53, la inactivacion de la via de P53 esta estrechamente asociada
con un peor prondstico de cancer de cuello uterino en un 22,45% en fase temprana (25).

En el caso de la adenomiosis, que afecta los tejidos endometriales y el miometrio, estudios recientes
demuestran mutaciones somaticas de KRAS de entre 24% a 33%, las dos mutaciones somaticas de este gen
identificadas en tejido adenomidtico: p. Gly12Asp y p. Gly12Ala se determinan como patdgenas mas comunes
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en tejidos cancerosos (26). De forma actual se han logrado pocos avances en el tratamiento de esta neoplasia
maligna, puesto que se intenta identificar perfiles genéticos que delimiten mutaciones que favorezcan
resoluciones terapéuticas, es importante mencionar que, se necesitan estudios posteriores que ahonden la
importancia pronostica del cancer de cuello uterino.

Segun datos del Ministerio de Salud Publica de Ecuador, a nivel mundial el cancer de cuello uterino es la
cuarta causa mas frecuente como enfermedad maligna en la mujer, con una incidencia del 13.3 por cada 100
mil habitantes y una tasa de mortalidad de 7.3 por cada 100 mil habitantes. En el pais, segln los datos del
Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, la tasa de mortalidad de CCU es de 11,9 por cada 100 mil
habitantes (27).

Estos avances en la gendmica impulsaran una atencién mas precisa y eficiente, mejorando los resultados
clinicos y la calidad de vida de las mujeres afectadas por esta enfermedad.

Microarrays

El uso de la hibridacion genémica comparada mediante microarray (array-CGH) como herramienta de primera
linea a nivel de diagnostico prenatal esta siendo actualmente discutido por la comunidad cientifica. Permite
detectar mutaciones genéticas asociadas a enfermedades como la discapacidad intelectual; mediante analisis
de ADN fetal en liquido amnidtico, se pueden detectar anomalias genéticas ain en el embarazo (28). Se basa
en la deteccion de microdeleciones en todo el genoma mediante la hibridacion de ADN sobre un molde de
nucleotidos sintéticos con multiples secuencias ubicadas en el genoma y asociadas a patologias (29).

Un estudio realizado en la Universidad de México demuestra en su resultado, el caso de un paciente con
sindrome de Sotos, enfermedad hereditaria que se caracteriza por retraso del desarrollo cognitivo
prevalentemente; la duplicacion de un gen y la delecidn de 43 genes, entre los que se encuentran NSD1 en el
cromosoma 5, asociado a dicho sindrome (30).

En este sentido, resulta una técnica muy eficiente para la deteccién de anomalias cromosomicas fetales, en las
que se ha llegado a conocer ademas que las aneuploidias a nivel cromosdémico son la principal causa de abortos
espontaneos, alrededor de un 50%, durante el primer trimestre prevalentemente en parejas consanguineas
como lo destacan los autores (31). El diagnostico con la técnica mencionada evita la obligacion de emplear
técnicas invasivas y la posibilidad de concientizar a las parejas sobre el riesgo de consanguinidad. Como
consideracién principal esta técnica deberia implementarse como protocolo de diagnostico prenatal por las
ventajas que se han reportado en esta redaccion.

Tanto la NGS como los microarrays han demostrado ser herramientas poderosas en la medicina gendmica,
brindando informacion valiosa para el diagnostico, el prondstico y el desarrollo de terapias personalizadas. Su
importancia radica en su capacidad para identificar mutaciones y anomalias genéticas con mayor precision y
eficiencia, lo que contribuye a mejorar la atencién médica y la calidad de vida de los pacientes.
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Conclusiones

Una vez realizada esta revision bibliografica se concluye que: la implementacion de la técnica de PCR-
multiplex ha mejorado significativamente el diagndstico temprano de sepsis neonatal y otras infecciones,
permitiendo la identificacion de multiples patdgenos simultdneamente con mayor precision que los métodos
convencionales como los hemocultivos, es, por tanto que esta técnica representa una ventaja considerable en
cuanto a acortar el tiempo para obtener un resultado.

En el contexto de la enfermedad por SARS-CoV-2, la PCR de transcripcién inversa/ tiempo real sigue siendo

fundamental para la deteccion del virus, aunque la aparicion de nuevas mutaciones puede plantear desafios
en la sensibilidad de la prueba. Sin embargo, el desarrollo y optimizacion de cebadores especificos han
mejorado significativamente la sensibilidad y especificidad de la RT-PCR en la deteccion del virus.

Los resultados de GeneXpert se deben interpretar en conjunto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio, y
considerar sus limitaciones en ciertos casos; representa un avance significativo en el diagnostico de
tuberculosis y su utilidad en la lucha contra esta enfermedad a nivel global. Sin embargo, es necesario seguir
investigando y mejorando esta técnica para maximizar su impacto y garantizar un diagndstico y tratamiento
mas efectivos para todos los pacientes.

Las técnicas de secuenciacién de préxima generacion (NGS) y microarrays han demostrado ser herramientas
valiosas en el diagnostico clinico, permitiendo la deteccion precisa de mutaciones genéticas y anomalias
cromosomicas asociadas con diversas enfermedades, incluyendo varios tipos de cancer y trastornos
congénitos. Estos avances brindan informacion crucial para el prondstico y el desarrollo de terapias
personalizadas, sin embargo, el costo de implementacion puede ser la principal desventaja para el uso
cotidiano de estas téecnicas.

Finalmente, la hibridacion genémica comparada mediante microarray (array-CGH) muestra un potencial
significativo en el diagnostico prenatal de anomalias genéticas, permitiendo la deteccién temprana de
mutaciones asociadas a enfermedades, lo que puede tener un impacto importante en la salud fetal y la toma
de decisiones clinicas. La técnica ofrece la ventaja de evitar procedimientos invasivos, lo que reduce el riesgo
para la madre y el feto.
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