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Principios de la técnica de
reaccion en cadena de la
Polimerasa

La técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) amplifica secuencias
especificas de DNA, permitiendo asi la
deteccion de las mismas. La amplificacion
por PCR de secuencias de RNA requiere
un paso previo de transcripcién inversa
del RNA a cDNA (técnica RT-PCR).

Los principios basicos de esta técnica
esquematizados en la Figura 1. EI DNA de
la muestra biologica en la que se pretende
detectar la secuencia de interés es prime-
ramente desnaturalizado por calentamien-
to a 92-95°C. A continuacioén, sendos oli-
gonucleétidos sintéticos (iniciadores) se
unen, a temperaturas de 45-60°C, a las
correspondientes secuencias complemen-
tarias de las cadenas del DNA desnatura-
lizado; estas secuencias complementarias
de los iniciadores estan en los extremos
del fragmento del DNA que se desea
amplificar. Por ultimo, a una temperatura
de 72°C y en presencia de deoxinucledti-
dos, una DNA-polimerasa termoestable
extiende cada iniciador por su extremo 3’,
de modo que se crean dos cadenas de
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DNA, complementarias de las originales,
que contienen las secuencias de nucledti-
dos del fragmento de DNA que se quiere
amplificar. Para que se produzca este
fenémeno, las secuencias complementa-
rias de los iniciadores tienen que estar
relativamente cerca una de otra, a una
distancia de 2 kilobases 6 menos. El re-
sultado de este primer ciclo de amplifica-
cién es, asi, la duplicacion del fragmento
de DNA de interés. Mediante la repeticion
secuencial de este proceso se pueden
crear millones de copias del fragmento de
DNA de interés. Este gran acumulo de
copias puede ser facilmente detectado por
electroforesis en gel, eventualmente se-
guida de hibridacién con una sonda com-
plementaria marcada. Actualmente existe,
ademas, la posibilidad de hacer una cuan-
tificacion del material genético de partida
(PCR cuantitativa). En su notable capaci-
dad de amplificacion reside la gran SEN-
SIBILIDAD de la técnica de PCR.

Cada uno de los pasos del ciclo de
amplificaciéon representado en la Figura 1
dura entre 30 y 60 segundos. En un ana-
lisis por PCR tipico se realizan entre 30 y
40 ciclos de amplificacion. Por consiguien-
te, el proceso en si de amplificacion del
DNA por PCR es rapido. La muestra que
debe ser ampliada exige a veces proce-
sos complejos de preparacion. Sin embar-
go, en la mayor parte de las aplicaciones
clinicas el resultado de una determinacion
por PCR puede ser obtenido en un tiempo
de 12 a 48 horas. Por tanto, el diagnéstico
por PCR tiene también la propiedad de la
RAPIDEZ.

La utilidad clinica de la técnica de PCR
se basa en la existencia de secuencias de
DNA que son especificas de distintos
microorganismos y de distintos genes
humanos normales y patoldgicos. este
hecho proporciona a la técnica de PCR
una gran ESPECIFICIDAD, que la hace
aplicable al diagnéstico de enfermedades
infecciosas, neoplasicas y genéticas, y al
tipaje del sistema mayor de histocompati-
bilidad.
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Aplicaciones diagndsticas
de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa
disponibles en el laboratorio
immunogen.

El laboratorio Immunogen tiene actual-
mente montadas técnicas de PCR aplica-
bles al diagnédstico y valoracién de diver-
sas enfermedades infecciosas, y al tipaje

del sistema HLA de clase Il. a continua-
cién se describen brevemente las venta-

de la técnica de
PCR

jas potenciales de estas técnicas en cada
una de las aplicaciones.

Hepatitis B

La técnica de PCR es la mas sensible
de las técnicas de biologia molecular para
la deteccion de DNA del virus de la hepa-
titis B (VHB) (1,2)?

La importancia del diagndstico molecu-
lar de la hepatitis por VHB radica en los
siguientes hechos:

a) La determinacién de DNA de VHB



en suero permite una estimacion de la
replicacion viral mas fiable que los méto-
dos seroldgicos convencionales, tales
como la determinacién de HBeAg y de
anticuerpos anti-HBeAg (1).

b) La pérdida de DNA de VHB indica
ausencia ¢ reduccién de la replicacién
viral, y frecuentemente predice la resolu-
cion de la enfermedad (1).

c) La cantidad de DNA deVHB circulan-
te puede servir para la seleccion de pa-
cientes con hepatitis crénica B para trata-
miento con interferén (1).

d) La determinacion de DNA de VHB
en suero puede ser util para la monitoriza-
ciéon de la respuesta a tratamientos anti-
viricos (4).

Hepatitis C

La importancia de la determinacién del
RNA del virus de la hepatitis C (VHC) en
suero mediante RT- PCR se basa en los
siguientes hechos:

a) Permite hacer un diagnéstico de la
infeccion mas precoz que la determina-
cion de anticuerpos anti-VHC, ya que la
presencia de RNA de VHC precede a la
aparicién de dichos anticuerpos(5).

b) puede contribuir a la distincion entre
hepatitis cronica persistente y hepatitis
crénica activa, ya que los niveles séricos
de RNA de VHC son menores en la prime-
ra de las formas de hepatitis (6).

c) El nivel sérico de RNA de VHC
permite estimar el grado de replicacion
viral (4). La evaluacion de la replicacion
viral no puede hacerse por la determina-
cion de anticuerpos anti-VHC, que no dife-
rencian entre infeccién pasada e infeccion
actual.

d) El nivel de RNA de VHC circulante
puede servir para la seleccion de pacien-
tes para tratamiento con interferon, ya que
se ha observado una correlacion inversa
entre dicho nivel y la respuesta al trata-
miento anti-virico (7).
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e) El nivel de RNA de VHC circulante
puede ser util para la monitorizacion de la
respuesta a tratamientos anti-viricos (8).

Infecciéon por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH)

En la infeccién por VIH las técnicas de
PCR tienen las siguientes aplicaciones:

a) Diagnéstico de la infeccion VIH en
ninos nacidos de madres infectadas. En
los ninos recién nacidos, el diagnostico
serolégico convencional de la infeccion VIH
tiene el problema de que los anticuerpos
anti-VIH de clase IgG pueden ser de ori-
gen materno, transmitidos a través de la
placenta, y pueden persistir en el nino
hasta durante 18 meses. En estos casos,
la PCR destinada a la busqueda de DNA
provirico en las células mononucleares de
sangre periférica del nifo es la técnica de
eleccion para hacer el diagndstico de in-
feccién VIH (9).

b) Diagnéstico de la infeccién VIH
durante el periodo de seroconversién. Tras
la infeccién por VIH existe un periodo
generalmente de 3 a 6 semanas de dura-
cion, pero que puede ser bastante mas
largo, durante el cual no hay anticuerpos
anti-VIH detectables. En estas circunstan-
cias, la técnica de PCR destinada a la
busqueda de DNA provirico en las células
mononucleares de sangre periférica es
muy Util para hacer el diagndstico precoz
de infeccion VIH (10).

c) Diagnéstico de la infeccion VIH en
casos en los que la determinacién de
anticuerpos anti-VIH por “Western-blot” da
resultados indeterminados. En estos ca-
sos, la busqueda por PCR de DNA provi-
rico en las células mononucleares de
sangre periférica es esencial para descar-
tar que el resultado indeterminado del
“Western-blot” sea debido a que el pacien-
te se encuentra en una fase precoz de la
infeccion VIH.

d) Distincion entre la infeccién por VIH-
1y la infeccién por VIH-2. Esta distincion



puede no ser posible mediante la determi-
nacion de anticuerpos anti-VIH, debido a
la existencia de reacciones cruzadas. La
técnica de PCR permite hacer el diagnods-
tico diferencial, mediante el uso de pares
de iniciadores y de sondas especificos
para cada tipo de VIH (11).

e) Cuantificacién del RNA de VIH circu-
lante. EIl nivel plasmatico de RNA de VIH
(carga virica), determinado por RT-PCR,
puede ser util como marcador predictivo
de progresion clinica de la infeccién VIH
(12) y para monitorizar el efecto de dife-
rentes tratamientos anti-retroviricos (13).

Infeccion por Citomegalovirus

En la neumonitis por CMV, un proble-
ma frecuente en pacientes inmunodepri-
midos, la técnica de PCR tiene las siguien-
tes aplicaciones:

a) Diagndstico de la infeccidn. Utilizan-
do muestras de lavado broncoalveolar
(BAL), la técnica de PCR como procedi-
miento aislado tiene, para el diagnostico
de infeccién por CMV, una especificidad
relativamente baja pero una sensibilidad
de 100% (14,15). Por tanto, la técnica de
PCR es muy util para descartar el diag-
nostico de infeccion por CMV con un alto
grado de certeza y con mayor rapidez que
el cultivo viral. La combinacion de la téc-
nica de PCR con la tincién por inmuno-
fluorescencia de macréfagos alveolares da
una especificidad también del 100% (15).

b) Monitorizacién de la eficacia del
tratamiento anti-virico. La persistencia de
DNA de CMV en sangre tras el tratamien-
to anti-virico puede predecir la recidiva de
la enfermedad con un alto grado de certe-
za, aunque también se pueden observar
recidivas en pacientes en los que llega a
desaparecer el DNA de CMV (16).

Tuberculosis

El papel de las técnicas de PCR en el
diagnéstico de tuberculosis pulmonar se
ha evaluado en dos situaciones distintas:
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a) Diagnéstico de tuberculosis en los
casos con baciloscopia negativa. Toman-
do como referencia el diagndstico por
cultivo, la técnica de PCR tiene una sen-
sibilidad del 83-87 %, pero una especifici-
dad del 98-99% (17, 18). Asi, la técnica
del PCR puede ser muy util para hacer el
diagnodstico de tuberculosis en casos con
baciloscopia negativa, ya que es un pro-
cedimiento mucho mas rapido que el cul-
tivo; sin embargo, una PCR negativa no
excluye en estos casos la existencia de
infeccion.

b) Diagnéstico de tuberculosis activa en
pacientes con prueba de la tuberculina
positiva, o con historia clinica de tubercu-
losis previa tratada y/o de enfermedad
inactiva. En estos casos, también toman-
do como referencia el diagnéstico por
cultivo, la sensibilidad es maxima (100%),
pero la especificidad es baja (70%) (19).
Por tanto, en estos pacientes no parece
estar indicada la realizacion de estudio por
PCR.

Infeccién por chlamydia trachomatis

La técnica de PCR ofrece niveles de
sensibilidad y de especificidad similares a
los de la técnica convencional de cultivo
celular para el diagnéstico de infeccién por
C. trachomatis (20), teniendo sobre la
metodologia de cultivo las ventajas de una
mayor rapidez y de una menor compleji-
dad técnica.

Infeccidon por papilomavirus humano
(PVH)

Puesto que el PVH no se ha podido
cultivar, las técnicas de biologia molecular
son las Unicas disponibles para la detec-
cién y el tipaje del virus. Mediante la téc-
nica de PCR se obtiene una prevalencia
de infeccion por PVH mayor que la que se
observa con otras técnicas moleculares,
tales como la hibridacion “in situ” en biop-
sias (77% vs 68%) y la hibridacién en
medio liquido en frotis y en muestras de



orina (50% vs 22%) (21). Esto, unido a su
mayor rapidez y a su mayor sencillez, hace
de la PCR la técnica de eleccién para el
diagndstico de infeccién por PVH. Ademas,
mediante la técnica de PCR puede hacer-
se el tipado del virus, por lo que es una
metodologia valida para el estudio epide-
miolégico de los distintos tipos de PVH en
la poblacion (21).

Tipaje de los genes de las moléculas
HLA de clase Il

La genotipificacién de los alelos del
sistema HLA tiene mas resolucién que la
tipificacion de las proteinas por métodos
serolégicos 6 celulares. Ello es debido a
que el polimorfismo de las proteinas del
sistema HLA no da cuenta de todo el
polimorfismo que existe en el genoma (22,
23). Asi, por ejemplo, para las 18 especi-
ficidades serolégicas HLA-DR codificadas
por el gen de la cadena | DRB1, se han
identificado mediante técnicas de biologia
molecular 60 alelos diferentes (22). Este
sistema utiliza unas letras que designan el
gen, seguidas de 4 numeros, de los que
los dos primeros corresponden a la espe-
cificidad definida por métodos seroldégicos
o celulares, mientras que los dos ultimos
corresponden al alelo definido por méto-
dos moleculares; asi, por ejemplo, DRBI
*0406 es la nomenclatura de uno de los
alelos de la especificidad serolégica 4 de
HLA-DR (DR4), mientras que DRB1 *0410
es la nomenclatura de otro de los alelos
comprendido en la misma especificidad
seroldgica.

La técnica molecular mas empleada en
el momento actual para la genotipificacion
de los alelos del sistema HLA de clase Il
es la técnica de PCR-SSO. Esta técnica
tiene tres pasos: 1) amplificacién por PCR
de la zona polimorfica del DNA; 2) fijacion
en membranas de nylon del DNA amplifi-
cado, y 3) hibridaciéon con nucleétidos
especificos de secuencia (SSO, “Sequen-
ce Specific Oligonucleotides”) de todos los
alelos a estudio (23).
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La genotipificacion de los alelos del
sistema HLA de clase |l tiene sobre el
tipaje HLA convencional las siguientes
ventajas practicas:

a) Al tener una mayor resolucion, per-
mite la consecucion de mayores grados
de homologia HLA clase Il entre el donan-
te y el receptor. Esto es muy importante
en los casos, como el trasplante de médu-
la dsea, en que la identidad HLA de clase
Il es esencial para el éxito del trasplante.

b) Mayor especificidad

c) Para el tipaje convencional hay que
utilizar células vivas que expresen molé-
culas HLA de clase Il, material que, a
veces, puede ser dificil de obtener. Esta
restriccion no existe en la genotipificacion,
ya que todas las células del organismo
tienen la misma dotacién genética que se
puede extraer sin necesidad de que las
células estén vivas.

d) Los reactivos que se usan en la
genotipificacion son sintéticos, y por tan-
to, mas faciles de obtener y de estandari-
zar que los antisueros y las células homo-
zigotas para tipaje convencional conven-
cional. Esto se traduce en una mayor
reproducibilidad de los resultados.

Aplicaciones diagnosticas
de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa que
estaran disponibles en el
laboratorio immunogen en
un futuro préximo

El laboratorio Immunogen dispondra
proximamente de técnicas de PCR aplica-
bles al diagnéstico y valoracion de otras
enfermedades infecciosas, al diagnéstico

del cancer, y al diagnostico de diversas
enfermedades genéticas.

Enfermedades infecciosas

Para el diagnéstico y valoracién de
otras enfermedades infecciosas, tales



como infeccién por virus herpes humano
6, virus varicela-zéster, agentes causan-
tes de periodontitis, etc, la técnica de la
PCR tiene sobre los métodos serolégicos
ventajas similares a las que se han ido
especificando en el apartado previo.

Diagnédstico del cancer

En el diagndstico del cancer, y muy
especialmente en el campo de la Onco-
Hematologia, la técnica de PCR basa su
aplicabilidad en:

a) su capacidad para detectar marca-
dores genéticos especificos de tumores
que escapan a la resolucion de técnicas
citogenéticas convencionales (24, 25).

b) la mayor facilidad y rapidez con que
puede detectar dichos marcadores genéti-
cos, con respecto a otras técnicas de
biologia molecular tales como el “Southerm
blot” (26).
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