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amplificacion de acidos nucléicos, ADN, reaccion en cadena de la polimerasa

La descripcion de la técnica de amplificacion del DNA me-
diante la polimerasa termorresistente (PCR) generé inmedia-
tamente el interés en su uso para detectar los
microorganismos infecciosos, ya que, en principio aportaba
ventajas substanciales sobre las técnicas existentes!. Al tra-
tarse de una técnica que pone de manifiesto directamente el
acido nucleico de los microorganismos, debera superar con
amplitud a todas las técnicas que requieran su crecimiento o
detecten antigenos especificos del propio microorganismo o
la respuesta inmune generada por él.

Ventajas. Entre las ventajas que aporta esta nueva tecnolo-
gfa, destacan: rapidez, pues en sélo tres horas puede detec-
tarse la presencia de cualquier microorganismo buscado en
la muestra; especificidad, pues unos cebadores bien elegi-
dos hibridaran exclusivamente con la secuencia de &cido
nucleico buscada, la ampliaran y facilitaran su deteccion, y
sensibilidad, ya que bastaria una sola molécula del acido
nucleico diana para obtener millones de copias en apenas
dos horas de amplificacién. Estas tres propiedades hacen de
la PCR una técnica rapida, fiable y segura para la deteccion
de microorganismos en muestras clinicas.

Otras ventajas que cabe citar son las siguientes: no requiere
ningln tipo de respuesta por parte del huésped; los
microorganismos a detectar no tienen que estar multiplican-
dose, ni tan siquiera ser viables o infecciosos (provirus); las
secuencias a detectar pueden ser de ADN o ARN; las mues-
tras pueden corresponder a cualquier liquido o tejido del or-
ganismo (incluso tejidos fijados o incluidos en bloques); su
estado de conservacién también es hasta cierto grado indife-
rente (siempre que se conserve la secuencia diana) y, ade-
mas, al poseer una sensibilidad muy alta, no se requieren
isétopos radiactivos (que suelen ser mas sensibles con otras
técnicas) para detectar las secuencias amplificadas o
amplicones.

Mediante esta técnica también se puede cuantificar el nu-
mero inicial de microorganismos existentes en la muestray a
medida que se vaya mejorando, se llegaréa a la automatizacion
de su realizacién y lectura.

Todos estos puntos permiten predecir que la razén costo/
beneficio de la aplicaciéon de esta tecnologia al diagnéstico
de enfermedades infecciosas disminuira drasticamente, por
lo que podra en muchos casos sustituir a muchas técnicas
tradicionales (si no lo ha hecho ya en algunos casos es por
ignorancia de las técnicas de biologia molecular por muchos
microbidlogos).
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Inconvenientes. No obstante, se han de considerar aspectos
negativos que implicaran la introduccion de la PCR en los
laboratorios de microbiologia clinica. El laboratorio debe su-
frir un acondicionamiento expreso para instaurar la técnica.
Deben existir al menos dos (mejor tres) habitaciones bien
diferenciadas, en una de las cuales y a ser posible en cabina
de seguridad, se prepararan las muestras y se mezclaran
con los componentes de la reaccion y en otra, se realizara la
amplificacion y analisis de los productos. Esto es imprescin-
dible debido al alto grado de contaminaciones cruzadas que
pueden tener lugar entre los tubos donde se encuentran las
muestras ya amplificadas y los tubos donde se preparan nue-
vas muestras, si no se tiene un cuidado extremo en utilizar
distintos materiales, desde pipetear hasta los propios
cebadores usados. Algunos autores han tenido que retrac-
tarse publicamente por resultados obtenidos tras contami-
naciones por amplicones de reacciones previas?.

Esta posibilidad de contaminacién obliga, asimismo, a defi-
nir controles muy estrictos, positivo débil (muestra que se
amplifica con seguridad pero con bajo nimero de copias),
negativo (sin ADN molde) y control multiple de reactivos usa-
dos sin el acido nucleico ya la optimizacién de la técnica
para cada tipo de microorganismo a detectar, que incluye
encontrar las condiciones ¢ptimas de cada componente de
la reaccién de amplificacion (son al menos 8 variables) ydel
proceso de amplificacion (temperaturas, tiempos y otros).
Por otro lado, los sistemas actuales de deteccion del produc-
to pasan, generalmente, por la realizaciéon de una hibrida-
cion y electroforesis, y al final, para poder realizar la PCR,
debe contarse con un personal que posea un alto grado de
preparacion en la tecnologia usada en biologia molecular,
aunque en la actualidad se trabaja para obtener sistemas
capaces de realizar la lectura directamente en placas de
microtiter, de una forma semejante a la prueba ELISA

Anaélisis. La consecuencia de lo anteriormente descrito es que
antes de comenzar a utilizar la PCR, deben definirse clara-
mente los criterios que debe cumplir la aplicacion concreta
que se quiera desarrollar, para evitar aplicaciones académi-
cas o inutiles que soélo conllevarian sobrecarga de trabajo y
gastos no justificables al laboratorio.

Los parametros a considerar son los siguientes: 1) inciden-
cia en nuestro medio de la enfermedad infecciosa que se
diagnostica; 2) beneficios que el diagnostico aportara al pa-
ciente, al conocimiento de la enfermedad o a la mejora de
otras técnicas usadas; 3) infraestructura del laboratorio y costo
de adaptacion; 4) costo de material fungible y tiempo de tra-
bajo en comparacién con las técnicas tradicionales aplica-
das al mismo diagnostico, si las hubiese, valorando también
la rapidez y ganancia en sensibilidad y especificidad; 5) for-
macion técnica y capacidad de aprendizaje del personal que
desarrollaré la tarea, y 6) tiempo empleado para disefiar el
protocolo y su optimizacion.
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Aplicaciones actuales

La PCR se ha aplicado ya con éxito al diagnéstico de algunas
enfermedades infecciosas (tablas 1, 2 y 3) y su uso puede
agruparse en cuatro epigrafes.

Identificacion. Muchos microorganismos requieren para su
identificacién técnicas de larga duracién, bien sea por su
complejidad o por su lento crecimiento. Ademés, muchas
veces estas técnicas no poseen suficiente capacidad
discriminatoria, por lo que la identificacién final queda cues-
tionada. La amplificacion del ADN, por su alta especificidad
y rapidez, puede resolver ambos problemas de forma defini-
tiva.

En la actualidad, ya existen trabajos que han aplicado la PCR
para ello, especialmente en la identificacién de las especies
del género Mycobacterium, donde se han producido dos ti-
pos de aproximaciones: en el primero, se amplifica el ADN
correspondiente a secuencias elegidas del ARN 16S. EI ADN
producto de la amplificaciéon serd posteriormente
secuenciado, también con la PCR vy el resultado, analizado
mediante ordenador, permite detectar pequefias diferencias
en la secuencia de bases caracteristicas de cada especie®; la
segunda aproximacion consiste en amplificar ciertos fragmen-
tos comunes de las distintas especies y luego aplicar sondas
especificas de cada especie, sintetizadas con la PCR’ 8, para
después, mediante hibridacion, determinar a cual de ellas
pertenece el microorganismo estudiado®'°. Ambos métodos
sirven inicialmente para la deteccién ademas de para la iden-
tificacién, lo que puede realizarse en horas, en comparacion
con lo tardio de la deteccién e identificacion por métodos
tradicionales, aun contando con el Bactec radiométrico.

Deteccion como complemento o sustitucion por mejoria de
otros métodos. Para que se acepte la PCR como método que
sustituya a otros anteriores, se requiere que los trabajos com-
parativos demuestren una clara superioridad sobre ellos en
tiempo, eficacia y costo/beneficio. No hacerlo asi seria una
mala utilizacién de la técnica y entonces solo deberia consi-
derarse como técnica complementaria o confirmatorio para
caso de resultados ambiguos, posibles fallos de técnicas,
muestras escasas 0 sospecha de mal transporte o almacena-
miento.

1. Método complementario. Un ejemplo de este caso seria la
deteccioén de Escherichia coli enterotoxigénica mediante am-
plificacién del gen responsable de la sintesis de
enterotoxina'!'?. Existen métodos para detectar la produc-
cién de toxina en cultivos celulares e incluso, mediante son-
das de ADN para hibridacion'*'4, que han dado buenos re-
sultados. El uso de la PCR seria recomendada cuando se
requiera una sensibilidad extrema (por ejemplo, en alimen-
tos).

2. Sustitucion de otros métodos. El diagnostico de la enfer-
medad de Lyme no es tarea sencilla. El aislamiento de Borrelia
burgdorferi se consigue en pocas ocasiones y por lo general,
se basa en sospecha clinica apoyada en técnicas
serolégicas'®. Existen casos bien documentados, donde la
serologfa no ha sido positiva 0 es confusa y la demostracion
de las espiroquetas en los pacientes es muy dificil*®. Hoy dia,
existen diversos trabajos en los que se ha logrado poner de
manifiesto la presencia de entre 10 a 50 espiroquetas en
una muestra mediante amplificacion de ADN''8, por lo que
la PCR deberia constituirse en el método de eleccién para el
diagnostico de esta infeccion.

A pesar de usar la deteccion de anticuerpos contra la protei-
na C-100 del virus de la hepatitis C (VHC) para la exclusion
de los donantes, no se ha eliminado el riesgo, ya que algunos

TABLA 1
Aplicaciones de la reaccion de la polimerasa en cadena
al diagnéstico de las infecciones bacterianas

Complementar o mejorar métodos
existentes

Métodos nuevos

Staphylococcus aureus
Clostridium difficile

Escherichia coli enterotoxigénico
Helicobacter pylori

Bordetella pertussis
Mycobacterium leprae

Legionella pneumophila
Mycobacterium tuberculosis

Treponema pallidum

Borrelia burgdorferi
Mycobacterium spp.
Mycoplasma genitalium
Leptospiras

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia trachomatis
Rickettsia typhi
Rickettsia prowazekii
Rickettsia rickettsii

Agente de la angiomatosis bacilar
(Rickettsia)

TABLA 2
Aplicaciones de la reaccion de la polimerasa en cadena
al diagnéstico de las infecciones viricas

Complementar o mejorar métodos
existentes

Métodos nuevos

Epstein Barr
Hepatitis By C
Herpes simple 1,2y 6
Citomegalovirus
Varicella - Zoster
Picornavirus
Polyomavirus
Adenovirus
Rotavirus

Virus

Parvovirus B19
Virus BKy JC

Papillomavirus
Hepadnavirus
HIV-Provirus

HIV tipo 2

Linfotrépico - T humano |
Linfotrépico - T humano Il
HTLV 1

Hepatitis C

TABLA 3
Aplicaciones de la reaccion en cadena de la polimerasa
al diagnéstico de las enfermedades parasitarias

Complementar o mejorar métodos existentes

Naegleria fowleri
Typanosoma cruzi

Toxoplasma gondii
Plasmodium falciparum

Entamoeba hystolitica Pneumocystis carinii

portadores del VHC no presentan anticuerpos. El uso de la
PCR permite detectar el genoma virico en estos casos'®.

La PCR ha demostrado ser muy util en la deteccion de virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) y virus linfotropo para
los linfocitos T humanos (HTLV); ambos se han detectado
directamente en los mononucleares de sangre periférica de
personas seropositivas'®?4.

Por otra parte, existen algunas lagunas en las pruebas co-
mercializadas para detectar algunos anticuerpos o antigenos®
y el cultivo es notoriamente dificil, con variacion en la sensi-
bilidad del mismo entre los distintos laboratorios®.

La PCR se ha usado también para detectar ADN del VIH en
recién nacidos de madres seropositivas®®?’, donde los
anticuerpos maternos hacen dificil el diagnoéstico, por persis-
tir hasta 15 meses.

Se ha comprobado también que la PCR detecta el ADN de
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HIV al menos seis meses antes de que se produzca la
seroconversion al Western blot?® y que al poder amplificar
ADNc obtenido con la transcriptasa inversa a partir de se-
cuencias de ARNm del virus, es posible diferenciar la infec-
cién latente de la transcripcién activa del virus?=!,
Finalmente, debido a la alta sensibilidad de la PCR, parece
especialmente definida para monitorizar el efecto del trata-
miento antivirico®=!.

Descubrimiento de nuevos patégenos. Relman et al*? han
estudiado el posible agente causal de la angiomatosis bacilar,
gue hasta ahora se presumia de origen infeccioso porque en
los tejidos se observaban microorganismos cuya identidad
permanecia desconocida por falta de su cultivo. Estos auto-
res, partiendo de muestras de tejidos de pacientes con dicha
enfermedad, extrajeron el ADN y usando cebadores prepa-
rados frente a las regiones conservadas de la secuencia del
ARN-16S, amplificaron los fragmentos de acido nucleico co-
rrespondiente, estudiaron dicha secuencia y prepararon nue-
vos cebadores mas especificos para el organismo en cues-
tion. Estos nuevos cebadores amplifican una secuencia que,
mediante analisis con ordenador, ha demostrado ser similar
a la secuencia correspondiente de Rickettsia quintanay tam-
bién al resto de las Rickettsias.

Esta misma técnica podria ser aplicable a otras enfermeda-
des supuestamente infecciosas (bacterianas) aunque sin etio-
logia bien definida y ademas, podria dar lugar a la identifica-
cion de microorganismos previamente desconocidos (espe-
cialmente virus) que pueden producir patologfa en relacién
con otros microorganismos perfectamente identificados®.

Nueva prueba patrén para el diagndstico. La amplificacion
del ADN puede convertirse perfectamente en muchos casos
en la prueba patrén frente a cuyos resultados comparar la
eficacia de todas las demas pruebas existentes o de nuevo
desarrollo. Esto es posible, porque la PCR consigue dismi-
nuir los limites inferiores de deteccion de los microorganismos
alos que se aplica, gracias a su alta sensibilidad y especifici-
dad.

Perspectivas futuras

Independientemente de lo ya expuesto como realidades de
la PCR, se pueden prever con mayores probabilidades de
éxito los usos futuros de esta técnica.

Identificacién de microorganismos de dificil

o0 lento crecimiento.

1. Las polimerasas termostables pueden aceptar
desoxirribonucledsidos trifosfatos modificados como sustratos,
por lo que pueden usarse para marcar fragmentos de ADN
con radioisétopos o productos no isotépicos como biotina,
digoxigenina u otros nucle6tidos con alguna molécula
marcadora’®,

Ello nos conduce a la posibilidad de sintetizar rapidamente y
en grandes cantidades sondas que posteriormente podran
usarse para hibridacién aplicada a la identificacién y detec-
cion de microorganismos, bien directamente en el proceso
de amplificacion o, posteriormente, mediante marcado al azar
o traslacion de mella del ADN amplificado'®.

2. Fingerprinting. Otra aplicacion, muy usada actualmente
para identificar microorganismos, consiste en utilizar el frag-
mento de ADN amplificado como base para la accion de di-
versas endonucleasas de restriccion y, después de analizar
los fragmentos creados, detectar diferencias incluso de una
sola base en la secuencia amplificada, lo que podra servir,
no solo para identificar los microorganismos, sino también

para realizar estudios epidemiolégicos infinitamente més pre-
cisos que los realizados con técnicas convencionales.

Esto permite, asimismo, estudios evolutivos del ADN de los
microorganismos=*-,

Otra aplicacién posible es la secuenciacion del amplicén, pero
es una técnica mas costosa y larga que probablemente se
usara Unicamente en investigacion®%:%,

Deteccidn de nuevos microorganismos. Es facil prever que la
amplificacién de ADN, en un futuro proximo, podra detectar
un mayor nimero de microorganismos, a medida que se va-
yan desarrollando nuevos cebadores para aquellos aln no
analizados. Sin embargo, no sera util aplicarla a cualquier
microorganismo, sino sélo a aquellos que cumplan algunos
de los condicionantes que los hagan candidatos y que ya se
han analizado anteriormente: tiempo de cultivo o identifica-
cion excesivamente largos, técnicas muy complejas y caras
0 poco eficaces y dificil cultivo del microorganismo, entre
otros.

También hard posible la deteccién de nuevos
microorganismos productores de enfermedades infecciosas,
pero no identificados todavia, como el caso citado de la
angiomatosis bacilar®.

Cuantificacion. Un desarrollo muy esperado de la amplifica-
cion del ADN y que esté siendo resuelto muy recientemente,
es la posibilidad de cuantificar el nimero de microorganismos
presentes en una muestra o su actividad. Realizando dilu-
ciones seriadas de las muestras, se puede calcular facilmen-
te el nimero de copias iniciales del gen amplificado o del
ARNM lo que podria indicarnos si el microrganismo se en-
cuentra en actividad y es, por tanto, infeccioso.

Entre las aplicaciones de la cuantificacion en microbiologia
clinica se deducen claramente tres muy importantes, que
son: 1) la cuantificacién del ARNM permitirda conocer cuéan-
do una infeccién cronica vuelve a reactivarse, por ejemplo
en la tuberculosis durante el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida; 2)deteccion de los niveles de produccion de ARNM
a partir de los cuales se puede considerar a una persona
enferma, aunque clinicamente aun no se detecten sintomas
(infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana), y 3)
control de la eficacia del tratamiento; debido a su alta sensi-
bilidad, la PCR serfa util en este campo, especialmente en el
control de la terapia antivirica®>>?2!,

Prediccion de enfermedades. Con el desarrollo de la PCR, al
detectar secuencias especificas de los microorganismos, po-
dran detectarse aquellas secuencias de los mismos y del hués-
ped cuya presencia esté relacionada con el desarrollo créni-
co 0 agudo de la enfermedad, o incluso, con el hecho de si
se podria desarrollar la enfermedad o no en el futuro en fun-
cion de la presencia de dichas secuencias especificas. Ello
también permitira estudiar la influencia del propio medio am-
biente en este habitat genético concreto.

Por tanto, el despistaje genético permitira encontrar genes
microbianos predisponentes en personas sanas, genes
predisponentes de enfermedad aguda o crénica y deducir la
respuesta del organismo concreto frente a una infeccion.
Todo ello, junto con esta misma aplicacién al estudio de des-
ordenes genéticos o enfermedades hereditarias, dara lugar
probablemente al desarrollo en los hospitales de unidades
de deteccion genética. En este sentido, la PCR no se consi-
derard como una herramienta para responder a problemas
clinicos concretos, sino mas bien como una herramienta im-
prescindible para la medicina preventiva en todas las espe-
cialidades.

Medicina sanitaria. Otra indudable aplicacion de futuro de la
PCR seré la deteccién de microorganismos patdégenos en
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agua, alimentos, suelo y vegetales. Las pruebas que se dise-
fien, deberan ser rapidas y sencillas.

La PCR ya ha sido aplicada para amplificar secuencias de
organismos presentes en muestras medio ambientales®#2.
Tras la amplificacién por PCR, se ha podido poner de mani-
fiesto la presencia de 1 a 5 células de E. colien 100 ml de
agua y de una célula por gramo de P, cepacia, lo que repre-
senta disminuir el limite de deteccién 1.000 veces y con una
prueba que se realiza en 3-4 horas.

Conclusiones

La PCR es, por tanto y a pesar de algunos inconvenientes,
una herramienta poderosa y practica en microbiologia clini-
ca, por su rapidez, especificidad, sensibilidad y las otras ven-
tajas ya enumeradas anteriormente. Sus aplicaciones a la
identificacién de microorganismos conocidos y al descubri-
miento de otros nuevos, a la deteccién directa en muestras
clinicas de todos ellos, al control del tratamiento y de la acti-
vidad de la infeccién y, posiblemente, a la prediccién de en-
fermedades, hacen presumir que, si se consigue su simplifi-
cacion y el uso de marcadores no radiactivos, la PCR ocupa-
ré un lugar prominente,en los laboratorios de microbiologia
clinica.
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