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RESUMEN

La microbiologia durante varios afios se ha basado en técnicas convencionales las mismas
que no son suficientes debido a los constantes cambios en caracteristicas fisicas vy
variantes en microorganismos, sin embargo los avances en la tecnologia han incorporado
distintas técnicas moleculares, las mismas que ayudan para analizar acidos nucleicos,
detectar e identificar el agente causal que provoca una determinada enfermedad infecciosa,
identificar diferentes genotipos dentro de una misma especie y genes de resistencia al
tratamiento farmacoldgico. Debemos considerar que cada una de las técnicas moleculares
se apoyan dentro de un proceso previo que se contempla en los protocolos de extracciéon de
ADN o ARN basados en aspectos éticos que brindan confiabilidad y seguridad ademas de
la rapidez con la que se efectla la prueba, dependiendo de la evolucion temporal de la

enfermedad infecciosa, que contribuye a un correcto diagnéstico clinico.

El objetivo de esta investigacion es brindar el apoyo al correcto diagndstico clinico de
enfermedades infecciosas causadas por enterobacterias, cumpliendo con el objetivo, se

categorizaron las ventajas y desventajas de las técnicas convencionales y automatizadas.

El método de estudio utilizado fue cualitativo en la recopilacion, procesamiento y analisis de

informacion referente a la pregunta problema y los objetivos planteados.

Entre las técnicas que se han revisado, la mas recomendada es la técnica de PCR, que
resulta conveniente dentro de la evolucion temporal en la etapa aguda de la enfermedad
entérica del paciente, de esta manera el médico tratante realizard un diagndstico clinico

acertado para el bienestar del paciente.
PALABRAS CLAVES:

Diagndstico clinico, Técnicas Moleculares, enfermedades infecciosas, enterobacterias.



ABSTRACT

Microbiology for several years has been based on conventional techniques, which
are not enough due to the constant changes in physical characteristics and variants
in microorganisms, however advances in technology have incorporated different
molecular techniques, the same ones that help to analyze acids nucleic diseases,
detect and identify the causative agent that causes a certain infectious disease,
identify different genotypes within the same species and genes for resistance to drug
treatment. We must consider that each of the molecular techniques are supported
within a previous process that is contemplated in the DNA or RNA extraction
protocols based on ethical aspects that provide reliability and safety in addition to the
speed with which the test is carried out, depending of the temporal evolution of the

infectious disease, which contributes to a correct clinical diagnosis.

The objective of this research is to provide support for the correct clinical diagnosis
of infectious diseases caused by Enterobacteriaceae, fulfilling the objective, the
advantages and disadvantages of conventional and automated techniques were

categorized.

The study method used was qualitative in the collection, processing and analysis of

information regarding the problem question and the objectives set.

Among the techniques that have been reviewed, the most recommended is the PCR
technique, which is convenient within the temporal evolution in the acute stage of the
patient's enteric disease, in this way the treating physician will make an accurate

clinical diagnosis for well-being of the patient.
KEYWORDS:

Clinical diagnosis, Molecular Techniques, infectious diseases, Enterobacteriaceae.
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1. INTRODUCCION

El siguiente trabajo tiene un vinculo muy importante con el criterio del médico al momento
de realizar un diagnostico clinico adecuado, el mismo que se basa segun la Real Academia
Espafiola en la identificacién de la existencia de una enfermedad en donde se presentaran
sintomas y signos clinicos, los mismos que nos permitiran establecer una confirmacion,
padecimiento o condicién clinica, basado en estudios auxiliares al momento de emitir el
diagndstico y tratamiento adecuado para determinadas enfermedades infecciosas causadas

por enterobacterias. '

Existen una serie de problemas a nivel de salud que actualmente dificultan el diagnéstico
clinico demostrando asi un aumento de infecciones graves provocadas por bacterias, por lo
que se han intentado encontrar nuevas tecnologias que permitan establecer de manera
rapida resultados optimos, asi también disminuir errores asociados a tratamientos empiricos

y farmacologicos. 2

En el ambito mundial este tipo de enfermedades ocupa el segundo lugar en lo que respecta
a mortalidad, sobre todo en paises con recursos muy limitados en el sistema de salud, en
nuestro pais el campo de la microbiologia clinica no solo es aplicado en el area de la
biomedicina, ademas esta presente en diversos campos de la investigacion y en la

invencién de nuevas tecnologias.

Por lo tanto en la actualidad los laboratorios clinicos han incluido de una manera muy
exitosa técnicas moleculares las que nos permiten amplificar, detectar y determinar las
secuencias de ADN y ARN, frente a una duda clinica, la misma que se llevara a cabo el
manejo de la enfermedad, y en lo epidemiolégico para conocer la fuente de contagio y la
presencia del agente causal, en lo que respecta a distintas enfermedades infecciosas
causadas por enterobacterias entre las mas utilizadas tenemos a la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), la misma que es considerada de gran confiabilidad para poder tener un
diagnéstico de gran valor ya que se busca de manera segura cuales son los causantes de

dichas enfermedades infecciosas.?

De tal manera es de caracter importante tener en cuenta como objetivo primordial el apoyo
a un correcto diagnostico de enfermedades infecciosas causadas por enterobacterias
mediante el estudio de la relacién diagndstico clinico- técnicas moleculares para preservar
la salud del paciente, en donde se realizdé una busqueda bibliografica para saber cuando es

necesario la aplicacion de una técnica molecular y seleccionar la mas recomendada, en la



cual se eligio la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR), la misma que nos brinda un alto

nivel de especificidad, confiabilidad, tiempo y costo.
1.1. OBJETIVOS

1.1.1. General

@ Apoyar al correcto diagnéstico clinico de enfermedades infecciosas causadas por
enterobacterias mediante el estudio de la relacién diagnéstico clinico- técnicas moleculares

para preservar la salud del paciente.
1.1.2. Especifico

@ Categorizar ventajas y desventajas de los distintos métodos de analisis
microbiolégicos convencionales y automatizados para la detecciéon de

microorganismos infecciosos para la determinacion de un diagnéstico clinico.

& Elegir la técnica molecular mas recomendada de acuerdo a la evolucion temporal

de la enfermedad entérica.

@ Relacionar el diagndstico clinico con la fiabilidad de la técnica molecular elegida.

1.2. DESARROLLO Y ANALISIS DE PREGUNTA A RESOLVER

PREGUNTA A RESOLVER

¢, Cuando es necesario elegir un método molecular para apoyar al diagnéstico clinico?



2, MARCO TEORICO

2.1. Diagnéstico clinico

El diagndstico clinico en la actualidad es lo que el médico especialista diagnostica, "el qué
del diagndstico" este proceso ha cambiado a lo largo de la historia y de cédmo. Para
Hipécrates este criterio debe conocerse como la realizacion de ideas referentes a la
existencia de una enfermedad, siendo de esta manera un "conjunto de conocimientos" que
padece el paciente, “Podemos llamar historia del paciente a las facultades para determinar
una enfermedad por medio de signos. Mediante el libro de las palabras cultas del griego la
palabra analisis clinico quiere decir que es el (arte de distinguir o identificar enfermedades),
demostrando que proviene desde un verbo que significa distinguir, seleccionar siendo asi
otras variedades dependiendo de las terminaciones de la palabra diagnéstico clinico

(conocer), las condiciones en la que se presenta una enfermedad en contexto general. ’

Luego de identificar el proceso fundamental mas utilizados en la determinaciéon de un
diagnéstico clinico se relacionan de forma una manera légica haciendo referencia con sus
equivalentes de un resultado adicional de ciertos examenes y pruebas, dando a conocer la
intensidad de lo que queremos conocer de una enfermedad, aplicando asi un proceso
adecuado y un criterio que nos guie que pruebas complementarias debemos aplicar,
definitorio del estado de salud- enfermedad. En la exploracion realizada por el médico
deben contar factores primordiales que nos ayuden a verificar las distintas condiciones o de
donde se origina el patégeno que estamos buscando relacionado a la persona enferma que
presenta sintomas. Durante todo el procedimiento se va verificando la informacién mas

relevante. 2

Debemos tener en cuenta las etapas y clasificacién que contemplan las enfermedades
infecciosas, para poder aplicar el mejor criterio y de manera adecuada la técnica a fin desde
un punto de vista diagnéstico, entre esta clasificacion podemos tener las infecciones segun
la evolucion temporal en agudas, subagudas o cronicas, y las etapas en las que estas

infecciones se desarrollan tenemos: ©
Periodo de incubacién
Periodo de desarrollo

Periodo de convalecencia



2.2. Diagnéstico general y especifico

El diagnostico cuando es realizado por un médico sobre enfermedades infecciosas tiene
como fundamento en lo que es conocido la anamnesis siendo la resefia completa de los
signos que presenta el paciente teniendo en cuenta encontrar factores de riesgo y signos
que orienten una alarma ante un diagndstico general y especifico, para lo cual sera derivado
a una secuencia de pruebas que complementen para la identificacion de la presencia de la

enfermedad. ’

2.3. Enfermedades infecciosas

Son aquellas enfermedades que en un momento dado dependiendo de las condiciones de
contagio sufre un proceso de infeccion produciendo sintomas y signos caracteristicos
provocados por el agente infeccioso llegando a causar dafo, se pueden clasificar por el

agente causal o de la manera en la que se manifiesta en el paciente que lo padece. *

2.4. Bacterias causantes presentes en enfermedades entéricas

Las Bacterias que estan presentes en las enfermedades entéricas tienen caracteristicas
muy singulares por los signos que estos presentan especialmente relacionados con el
sistema gastrointestinal, entre ellas tenemos vomitos, nauseas, disenterias desde agudas a
cronicas y aumentos de temperatura, pudiendo llegar a que estas presenten cuadros de

severas complicaciones hasta provocar el deceso de quienes las padecen. *

2.5. Enterobacterias

Las enterobacterias conforman el conjunto de microorganismos de los cuales muchas de las
veces estan involucrados y relacionados frecuentemente en infecciones tanto que se
encuentran en la sociedad como en instituciones de atencién de salud; afiadiendo a esto, el
surgimiento de cepas multirresistentes a los antibiéticos, son recursos que conforman uno

de los mayores problemas de la medicina del presente y del futuro. °

La cantidad de muestras en las que se encuentran las bacterias asociadas y una
enfermedad entérica no suelen ser comunes debido a razones que mencionaremos a

continuacion:

1. No todas las bacterias asociadas a este tipo de enfermedades entéricas se buscan

mediante un proceso de rutina, por ejemplo, los de baja prevalencia.



2. La inestabilidad de ciertos enteropatdgenos tales como la Shigella.

3. La baja sensibilidad de la técnica a utilizarse para la determinacion de algunos

enteropatégenos.
4. Bacterias entéricas desconocidas. ©

Debemos tener en cuenta que para poder combatir este tipo de enfermedades es necesario
conocer su origen, a que grupo pertenecen y en qué grupo de propagaciéon se encuentran
después de haber realizado pruebas complementarias nos han demostrado una resistencia

a antibioticos. ”

2.6. Métodos de analisis microbiolégico convencionales y moleculares

Los profesionales que se dedican al estudio microbiolégico en su amplio conocimiento
saben que pueden aplicar diversos métodos de diagnostico para poder ayudar en un
correcto diagndstico clinico entre ellos se encuentran los métodos directos o convencionales
en los que estan inmersos la deteccidn de microorganismos con vista microscopica que
mediante las caracteristicas se puede predecir, también son importantes los cultivos
existentes, identificacion de genes y antigeno, dentro de los métodos indirectos, tenemos
pruebas de sangre que detectan anticuerpos, los que nos determinan el tipo de respuesta
ante una enfermedad infecciosa de acuerdo a microorganismos especificos. En conceptos
generales deben tener caracteristicas especificas y eficientes para ser aplicados en un

laboratorio.®

Por otro lado, tenemos los procesos aplicados a técnicas moleculares que por el avance
tecnoldégico forman parte de un correcto diagnéstico de rutina en varios laboratorios

microbioldégicos. En conceptos generales estos métodos se pueden agrupar en dos grupos:

Detecciéon mediante PCR es aquella técnica que se encarga de la identificacién de

uno o varios genes de un mismo microorganismo °

Deteccion mediante PCR multiple, esta fundamentado en la deteccidén organismos

secundarios como bacterias, virus y parasitos causantes de enfermedades entéricas. °

Mediante investigaciones recientes se ha podido definir que las técnicas moleculares
automatizadas presentan una gran ventaja para facilitar el trabajo de los especialistas en
estas areas de laboratorio. Los protocolos existentes en el mercado de productos para
anadlisis de muestras contienen materiales para las extracciones correctas de muestras,

amplificaciones de dianas y resultados de una prueba estudiada. Todos estos tipos de



técnicas y método presentan una excelencia tales en tiempos como en emision de
resultados (1-2h), es importante conocer que no es necesario capacitar personal para el
manejo de estas maquinas ya que el tiempo de trabajo es disminuido y con factores de

riesgo muy minimos. ©

2.7. Técnicas moleculares aplicadas a enfermedades infecciosas.

“Los métodos genotipicos estudian el genoma del microorganismo causal de la enfermedad
y posibilitan el analisis de caracteristicas de polimorfismo genético concurrente en los
agentes etiologicos. Se basan en la localizacién del material genético del organismo, lo que
permite generar nuevos cambios en el patrén de expresidn genética, y brinda alternativas

mas estables y reproducibles”.

Existe una gran variedad de técnicas utilizadas en el estudio automatizado y son las

siguientes:
1. Reaccién en cadena de la polimerasa (RCP).
2. Secuencia del genoma.
a. Secuenciacion NGS.
b. Pirosecuencia.
3. Hibridacion con sondas de ADN.
4. RAPD.
5. RFLP. 8

Todas estas técnicas juegan un papel muy importante de acuerdo a la funcién que son

aplicadas ofreciendo asi alternativas en la epidemiologia y ciencias aplicadas.

La reaccidn en cadena de la polimerasa es una de las técnicas mas empleadas debido a su
facilidad para multiplicar el ADN de una determinada muestra biolégica, pudiéndose obtener
un gran numero de copias exactas y presenta especificidad ya que se puede obtener una

secuencia determinada de ADN. ©

2.8. Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)



Esta es una técnica puesta en marcha en “1983 por el Bioquimico Kary B. Mullis, y le valié
el Premio Nobel de Quimica en el aino 1993. Desarrollada inicialmente en 1985, primero se
aplicoé al diagndstico prenatal de anemias y al poco tiempo se aplicé al diagnéstico de la

infeccion por HIV y otros microorganismos”.®

2.9. Técnica PCR

Este tipo de procedimientos tienen unos principios que consiste en la lectura de las
amplificaciones de una zona especifica de ADN denominada PCR, que tiene como objetivo
ser especifica y sensibles, pero sin embargo pueden algunas veces dar unos resultados

falsos positivos.

Este método tiene que ver con la amplificaciéon de los primers o cebadores (secuencias de
ADN que delimitan la zona de amplificacion, que tienen una longitud de 15-30 nucleétidos y
son complementarios a la regién del ADN que se quiere amplificar). Se basa en la accién de
diferentes enzimas, entre ellas la ADN polimerasa, que incorpora los nucledtidos en la

sintesis de nuevas cadenas de ADN (amplificacion). '

2.9.1. Fases de la técnica de PCR

Es importante conocer que estas técnicas llevan un tipo de procesos éticos que se deben

cumplir en cada ciclo de la PCR y son:

Fase de desnaturalizacién: para dar el inicio de esta técnica tan importante en el
estudio de la determinacién y secuenciacion de ADN, todos estos proceso se llevan a
cabo en un termociclador, en donde las muestras son introducidas para ser analizadas
alcanzaran en esta primera etapa temperaturas superiores a 90 °C lo cual nos ayudara
a romper los puentes de hidrogeno y que sus bases nitrogenadas se mantengan unidas
a la cadena doble de ADN, tomando en cuenta que no se puede alterar los enlaces
fosfodiéster los que contienen grupos fosfato con el azicar de desoxirribosa y que

permiten la integridad de la hebra sencilla "'

Fase de apareamiento o annealing: los cebadores con las hebras sencillas de
ADN estaran inmersos en una solucion de cadenas de ADN complementarias, las
mismas que contienen regiones pequefias de dobles cadenas que permitiran la lectura
de la cadena principal. En esta etapa se debera reducir la temperatura de 40 °C - 70 °C

que ayuda a la unién de los demas factores presentes para que se cumpla esta fase. "



Fase de extension o elongacion: es la ultima etapa y la mas importante debido se
cumple la funcion importante de la ADN polimerasa, que es la formacion de un nuevo
ADN interponiendo cadenas complementarias a las sencillas esta actividad se lleva a

cabo a una temperatura de 75-80 °C. "

2.10. METODOLOGIA

Se realizé una revisidon bibliografica e investigativa de articulos cientificos que constan en
las bases de datos referidas por la biblioteca- virtual de la Universidad Técnica de Machala
como Ebsco, (Scielo), (Redalyc), (Mediagraphic). de la web, con vigencia 2017-2020; se
procede a comparar la importancia de la aplicacion de técnicas moleculares mas
recomendadas para un correcto diagndstico clinico; se verifica, se elige la técnica acertada

y se resuelve la pregunta problema.

2.11. CONCLUSION

Se categorizaron los métodos de analisis microbiolégico convencionales (aquellos que
demoran mas en dar un resultado y tienen un bajo costo) y automatizados (aquellos que se
realizan en menor tiempo y presentan un costo elevado), que brindan resultados confiables

para la deteccién de microorganismos infecciosos.

El método nuclear es considerado muy importante al momento de emitir un diagnéstico
clinico, pues brinda confianza y rapidez al momento de la determinacion de un agente

causal de enfermedades infecciosas.

Entre las técnicas que se han revisado la mas recomendada y que es utilizada en
laboratorios clinicos, tenemos la PCR, la misma que tiene como fundamento una alternativa
en el estudio de los acidos nucleicos, muy conveniente dentro de la evolucion temporal en la
que se desarrolla la enfermedad entérica del paciente, de esta manera poder confirmar un

tratamiento correcto y el bienestar en la salud de quienes lo padecen.
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