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Editorial

Aproximacion a la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real

Approaching to the real-time polymerase chain reaction technique
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En la lucha contra las enfermedades infecciosas se ha hecho necesaria la
optimizaciéon de la especificidad, sensibilidad y rapidez de las técnicas de
diagnéstico tradicional. Con el auge de investigaciones a nivel molecular y la
necesidad de diagnoésticos oportunos y eficaces, han surgido técnicas de
laboratorio con fundamento en la Biologia molecular (BM) aplicadas en programas
de prevencién, control, tratamiento ™y deteccién de agentes infecciosos.*?
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La BM es una disciplina de la Bioquimica que estudia, entre otras materias: las
moléculas de acidos nucleicos, el acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido
ribonucleico (ARN). @ Las técnicas moleculares también permiten el estudio de
genoma completo o secuencias especificas de ADN con el fin de detectar y
analizar secuencias de interés para la investigacion en el diagnéstico clinico.®
Con la descripcion hecha por Watson y Crick en el afio 1953, de la estructura de
doble hebra del ADN, se produjo una creciente acumulacion de descubrimientos
en ese campo, que ofrecen las herramientas necesarias para estudiar agentes
infecciosos a nivel molecular.® En 1960, Kronberg aislé y purificé la enzima
responsable de la replicacion del ADN: la ADN polimerasa. Este descubrimiento es
la base para todos los métodos de sintesis de ADN in vitro, como la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real PCR (del inglés polymerase chain
reaction),® considerada como una revolucién dentro de la BM, ya que con la
amplificacion exponencial del fragmento elegido es posible el andlisis de
moléculas de ADN o ARN.® Este ejemplo del principio basico de la PCR no
recibid mucha atencion en su momento. La invencién de la PCR es generalmente
atribuida a Kary Mulli quien en 1983 gané el Premio Nobel.®

La PCR es una técnica de BM que permite generar grandes cantidades de un
determinado fragmento de material genético amplificado (ADN o ARN), a partir de
cantidades minimas.*®

La idea basica de esta técnica es que al sintetizar muchas veces un fragmento de
ADN, resulta mas facil identificar con muy alta especificidad, fidelidad y
rendimiento:® los virus,® las bacterias® o los parasitos” causantes de una
enfermedad. Es ventajoso pues es suficiente una minima cantidad de muestra®y
no es necesaria la presencia de un microorganismo viable en la muestra, solo su
material genético.®

Los largos periodos de crecimiento, las condiciones de cultivo y la obtencion de
una muestra adecuada, son los factores que mas afectan el diagndstico
microbiolégico tradicional. Los altos valores de sensibilidad, de especificidad de

las técnicas de diagnostico molecular, junto con la rapidez en la obtencion de los
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resultados, las han transformado en las técnicas de eleccién y en muchos casos
se consideran los estandares de oro (gold standard) para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas.**®

Hasta el primer semestre del afio 2018, el Laboratorio Nacional de Referencia
(LNR), del Instituto de Medicina Tropical «Pedro Kouri», asumia el diagnostico de
BM del pais. En junio de 2018, fue creado el Laboratorio de Biologia Molecular
(LBM) del Centro Provincial de Higiene Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM)
de Villa Clara, con la tecnologia de extraccion automatizada de acidos nucleidos,
combinada con la deteccion y amplificacién simultdnea mediante PCR en tiempo
real (RT-PCR), lo que acorta el tiempo de espera de los resultados por la rapidez
de la técnica y por no tener que enviar las muestras al LNR.

Todo lo anterior transform6 al CPHEM en un centro con tecnologia avanzada. La
provincia se beneficié al disponer de un diagnéstico rapido, pues el resultado de la
RT-PCR se obtiene solo en horas. Los resultados se caracterizan por: su
confiabilidad, robustez, especificidad, sensibilidad en la deteccion molecular de
enfermedades virales, bacterianas y parasitarias de dificil diagnostico por la
microbiologia convencional.

En el LBM de Villa Clara se puede realizar la deteccién molecular de: toxoplasma,
zika, virus sincitial respiratorio, influenza A, influenza B, virus herpes simple,
citomegalovirus, y de Infecciones de Transmision Sexual (ITS) multiples como:
clamydias trachomatis, micoplasma genitalium, neisseiria gonorrhoeae,
trichomonas vaginalis. El diagnéstico convencional de las ITS solo permite
determinar un patégeno a la vez, y no realiza una determinacion completa de los
microorganismos causantes de estas infecciones. El uso de los métodos
moleculares multiples constituye una herramienta de investigacién oportuna que
se ajusta a la realidad actual.*'® Lo mas importante es que ya el laboratorio
cuenta con el equipamiento necesario; a medida que se adquieran
diagnosticadores para otros agentes infecciosos, las posibilidades de diagndstico

seran considerables.
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Con la emisién de resultados del LBM del CPHEM, se ha constatado que la
comunidad médica que recibe dichos servicios desconoce que la determinacion de
un agente causal por RT-PCR no requiere de una posterior confirmacion del
agente etiologico informado. Las metodologias basadas en determinacion de ADN
son especificas y sensibles® por lo que los resultados informados son altamente
confiables.

Las autoras proporcionaron una aproximacion teorica acerca de los beneficios de
la RT-PCR para que el personal médico conozca sobre esta técnica implementada
recientemente en la provincia de Villa Clara.

Entre los amplios beneficios se puede destacar que la poblacion recibe un servicio
de excelencia, debido al empleo de técnicas con altos estandares de calidad que
proporcionan al equipo clinico una informacion confiable para el tratamiento de los
pacientes. El diagnéstico por RT-PCR se brinda hasta el consultorio del médico de
la familia, lo cual permite un tratamiento oportuno al paciente por la rapida
notificacion del diagnéstico al médico, y disminuye la transmision.

La RT-PCR es un componente clave para la vigilancia clinica — epidemioldgica;®
la prontitud de los resultados acorta la estadia hospitalaria, brinda la posibilidad de
disminuir el uso innecesario de antibidticos por lo que favorece la disminucion de
la resistencia bacteriana, es util para la vigilancia epidemiolégica, lo que permite
accionar de forma proactiva ante el control de brotes estacionales, y en el
enfrentamiento a epidemias.®®

Una de las limitaciones del diagndstico molecular es el costo de los test utilizados,
pues estos generalmente superan los valores de los ensayos utilizados en la
clinica para el mismo propésito.®

Por otra parte, es importante informar y educar al personal médico y a los futuros
profesionales de salud sobre este tipo de técnicas, implementadas recientemente
en la provincia. Se impone destacar sus ventajas y limitaciones para fomentar el
desarrollo de equipos multidisciplinarios que puedan utilizar e interpretar estas
herramientas diagnosticas. Conocer de estos avances tecnoldgicos y sus

diferentes usos, exige actualizaciones conceptuales y operacionales en los nuevos
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escenarios de salud hospitalaria y comunitaria, que hasta el momento solo tenia
disponible la microbiologia convencional. Todas las especialidades médicas que
hacen uso del LBM del CPHEM en Villa Clara, son bienvenidos en estas

instalaciones.
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