EDITORIAL

Utilidad diagnéstica de la deteccion de acidos nucleicos
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa realizada

en tiempo real
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Las primeras técnicas genéticas utilizadas en el diag-
néstico microbiolégico se basaban en hibridacién con son-
das de ADN. Aunque de elevada especificidad, en general
su sensibilidad no es adecuada. Una excepcion la constitu-
yen aquellos procesos que suelen cursar con carga micro-
biana elevada, como el caso de la infeccién cervical por pa-
pilomavirus, en la que la técnica de captura de hibridos
continda siendo de referencia.

La estrategia mas utilizada para aumentar la sensibili-
dad se basa en crear multiples copias de un fragmento del
genoma. La técnica de reaccién en cadena de la polimera-
sa (PCR) supuso un gran avance y permitié introducir la
biologia molecular de forma generalizada en los laborato-
rios asistenciales. Se trata de una reaccién enzimatica
sencilla, rapida y susceptible de ser automatizada. El he-
cho que complica y alarga extraordinariamente el proceso
es la visualizacion del producto una vez amplificado, que
debe hacerse por hibridacién en solucién o en fase sélida
(southern blot). De esta manera, y segin nuestra expe-
riencia, se tarda entre 2 a 4 dias en poder informar un re-
sultado, y se necesita disponer de personal altamente es-
pecializado y de un espacio suficiente para poder separar
varias areas de trabajo con la finalidad de evitar la temi-
ble contaminacion por ADN sintetizado con anterioridad
(amplicones).

La mayoria de estos inconvenientes se han solucionado
con la introduccién de la PCR realizada en tiempo real
(PCR-RT), que elimina cualquier proceso post-PCR puesto
que monitoriza la progresion de la amplificaciéon en el mo-
mento en que ocurre. A diferencia de la PCR convencional
(en punto final), que mide la acumulacién ADN al final de
un nimero predeterminado de ciclos, con PCR-RT esto se
hace durante el proceso de amplificacién usando fluores-
cencia, de forma que su aumento es proporcional a la can-
tidad de ADN formada. El proceso se puede automatizar
facilmente usando un sistema que realice la amplificacién
(termociclador) y que a su vez sea capaz de leer fluores-
cencia. Existe una amplia oferta de aparatos en el merca-
do. La mayoria pueden trabajar con las diversas opciones
de marcado fluorescente y son “abiertos”, es decir, permi-
ten programar las condiciones de amplificacién y lectura
de forma que su uso no queda limitado a unos reactivos
determinados.
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La incorporacién de fluorescencia al proceso de PCR se
puede hacer de muy diversas maneras, pero las més utili-
zadas son colorantes intercalados o bien sondas marcadas.
La modalidad mas sencilla y econémica, si bien la menos
especifica, es el colorante SYBR Green. Las sondas fluo-
rescentes més usadas son de tres tipos: sondas con activi-
dad 5’ nucleasa (TaqMan), molecular beacons y sondas
FRET. Las tres se pueden aplicar en microbiologia clini-
ca, aunque las sondas FRET son conceptualmente las méas
complejas.

Cuando nos planteamos implementar este tipo de tecno-
logia en un laboratorio, podemos recurrir a dos fuentes
para obtener los reactivos: preparados por nosotros o bien
comerciales en forma de ki¢. Con un poco de experiencia, la
primera opcién es relativamente sencilla y encontramos
numerosos fabricantes que nos preparan el material que
les indiquemos (“a la carta”). En este caso, es habitual op-
tar por la tecnologia menos complicada, como los coloran-
tes SYBR Green o las sondas Tagman.

Actualmente, ya hay disponibles en el mercado nume-
rosos equipos preparados que nos permiten disponer de los
protocolos optimizados y de certificacién de calidad. Estos
kits comerciales son considerablemente mas caros, y es ha-
bitual que cubran tnicamente las técnicas que generan un
mayor numero de determinaciones en la practica clinica:
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
hepatitis o citomegalovirus (CMV). Por el contrario, los
métodos comerciales nos ofrecen las ventajas del control
en su produccién y gran simplicidad en su realizacion.

Las indicaciones de la PCR-RT diagnéstica son en esencia
las mismas que con la PCR convencional: microorganismos
de lento crecimiento o de dificil aislamiento. A ellas, po-
driamos anadir aquellos procesos que por su gravedad pue-
dan beneficiarse especialmente de un diagnéstico rapido.
Dentro del campo de la bacteriologia, nos gustaria destacar
la meningitis (Streptococcus pneumoniae, Neisseria menin-
gitidis, Haemophilus infuenzae)® y las infecciones respirato-
rias (Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae, My-
coplasma pneumoniae)?. El diagnéstico por PCR ha sido
tradicionalmente de gran utilidad en virologia. Es de espe-
cial interés en meningoencefalitis (virus del herpes simple?,
virus varicela-zéster?, enterovirus?*) o cuantificacion de vi-
rus capaces de establecer latencia (CMV?, virus Epstein-
Barr® y virus herpes 63).

La obtencién de resultados durante la fase exponencial
de la sintesis de ADN implica que la PCR-RT es el método
mas preciso de que disponemos para cuantificar. A pesar
de ello, debemos sefnialar varias limitaciones del procedi-
miento. En el momento actual no existe un acuerdo inter-
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nacional sobre puntos de corte para valoracién de carga vi-
ral. Como es conocido, éstos deben establecerse teniendo
en cuenta varios parametros, dependiendo del tipo de mi-
croorganismo, del paciente (tipo y grado de inmunodepre-
sién), o de la técnica. A pesar de que nos encontramos en
una fase en que se deben realizar estudios que conduzcan
a la normalizaciéon de los procedimientos, desde la
recepcién de muestra hasta la validacién facultativa, con-
sideramos que las técnicas que acabamos de sefialar de-
berian introducirse en la sistemaética asistencial.

En este nimero de Enfermedades Infecciosas y Micro-
biologia Clinica se presenta un estudio sobre la deteccién
de CMV en plasma utilizando SYBR Green I como sefial
de amplificacién’. Los autores ponen a punto un método
no comercial, comparando los resultados con otra técnica
de PCR-RT que utiliza sondas FRET, y con antigenemia
clasica. Estudian pacientes inmunodeprimidos con y sin
sospecha clinica de enfermedad, y personas sanas. El sis-
tema propuesto por ellos es rapido, econémico y similar a
las técnicas que consideran de referencia. Destacamos, sin
embargo, la dificultad ya apuntada anteriormente de ge-
neralizar su uso en otros centros hospitalarios por cuanto
la preparacién de todos los materiales, incluso de los cali-
bradores, es a cuenta de cada laboratorio. Remarcamos
una vez mads la gran importancia de la estandarizacién,
para que técnicas como la propuesta puedan aplicarse en
asistencia y los resultados obtenidos por diferentes centros
sean comparables.

Si queremos introducir la PCR-RT en un laboratorio, de-
bemos considerar algunos aspectos practicos. Se trata de
una tecnologia mucho mas sencilla de realizar que la PCR
convencional, de manera que con el mismo personal se
puede asumir més carga de trabajo, y los resultados se in-
forman el mismo dia de recepcion de la muestra.

Debido a que los tubos que contienen el ADN amplifica-
do ya no se tienen que volver a abrir, practicamente se
elimina la contaminacién por amplicones. No es necesario
disponer de gran infraestructura con sistemas de ventila-
cién especificos y ambientes separados de forma absoluta.
Por ello, es factible su adaptacion a laboratorios pequerios.

Actualmente ya podemos encontrar en el mercado siste-
mas que automatizan simultdneamente la preparacion de
muestra y la amplificacién con una manipulacién real-
mente minima, de forma que pueden utilizarse en labora-
torios de urgencias. Es habitual que en esta situacién se
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cuente con poco personal y se nos pida una respuesta rapi-
da. La PCR-RT con preparacion de muestra simultédnea
es una opcién muy atractiva, y el principal inconveniente
actualmente es su precio elevado.

Por dltimo, quisiéramos senalar que, a pesar de la sim-
plicidad técnica, la PCR-RT comporta similar complejidad
conceptual que la convencional. El haber trabajado duran-
te la etapa de la PCR cléasica, ardua en numerosas ocasio-
nes, proporciona un bagaje valioso cuando debemos utili-
zar un método aparentemente mas sencillo pero que nos
va a plantear asi mismo problemas técnicos y diagnésti-
cos. Aunque es posible pasar directamente del cultivo a la
PCR-RT, este proceso se realizara con mayor seguridad si
podemos contar con la ayuda de profesionales con expe-
riencia.
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