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Resumen

La técnica de la reaccién de polimerasa en
cadena (PCR) en tiempo real o qPCR esta
disponible en el Hospital Roberto del Rio
desde el 2015. Esta técnica rapida y muy
sensible, mejora los tiempos de respuesta y
facilita la toma de decisiones clinicas. Sin
embargo, es importante conocer los distintos
aspectos del método para hacer una correcta
interpretacion clinica de un resultado de
PCR.

Palabras claves: reaccion de polimerasa en
cadena

Abstract

Real time polymerase chain reaction (PCR) is
a rapid and sensitive technique. It improves
answer time for clinical decisions. It is
important to know it well for a better clinical
understanding.

Key words: Real time polymerase chain
reaction

Llevamos 34 afios viviendo bajo el reinado de
la técnica de reaccion de polimerasa en
cadena (PCR). Esta técnica desarrollada por
Kary Mullis, a quién le valié el Premio Nobel
de Quimica en 1993, ha sido de gran utilidad
en diversas areas, desde la paleontologia y
la medicina forense hasta la biotenologia (1).
El PCR permite amplificar una region
especifica del ADN blanco de manera que
podamos detectar su presencia. En palabras
simples, nos permite “fotocopiar” un cierto
parrafo de interés desde el gran libro del
ADN. Esto es muy interesante cuando el
objetivo es detectar la presencia o ausencia
de un parrafo solo presente en un cierto
patégeno.
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La técnica original de PCR desarrollada por
Mullis ha sido mejorada a lo largo de los
anos. Actualmente es posible realizar PCR
mdltiple, es decir, amplificar mas de un
parrafo por reaccion y de esta manera
detectar la presencia de mas de un
patébgeno, o tal vez alguna resistencia
bacteriana de interés, en un solo tubo.

El afio 1994 se dio un gran paso cuando
Stephen Bustin dio a conocer una version
mejorada del PCR: PCR en tiempo real o
también conocido como PCR cuantitativo (2).
La gran mejora consisti6 en la introduccion
de fluoréforos a la reaccion, lo que permite
“observar” en tiempo real como aumenta el
namero de copias, siendo la fluorescencia
indicadora de que la amplificacion esta
ocurriendo. Ademas, el uso de sondas
mejora la sensibilidad y la especificidad
acortando también los tiempos al eliminar la
etapa final de deteccién del producto de
PCR. El aporte para el area diagnodstica fue
la posibilidad de cuantificar el nimero de
copias de amplificado, lo cual anteriormente
se realizaba s6lo de manera semi-
cuantitativa en el PCR tradicional. Esta
técnica, permitio la medicién de, por ejemplo,
cargas virales como indicador de evolucién
de enfermedad o respuesta a terapias (3).
Pero los avances no se detuvieron. El afio
2006 aparecio el PCR digital que tiene la
gran ventaja de cuantificar directamente la
muestra sin  necesidad de wuna curva
estandar. La gran innovacién esta en diluir la
muestra al maximo, de manera de lograr
dejar una sola copia de ADN por gota. De
este modo, se realiza la amplificacion
simultdneamente en cada gota, para luego
cuantificar en cuantas de ellas hubo emision
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de fluorescencia (amplificacion). Se obtiene

asi, el nimero de copias del ADN de interés

en la muestra (4). Sin embargo, esta
tecnologia no esta disponible aun en nuestro
medio.

En el Hospital de Nifios Roberto del Rio

disponemos de PCR en tiempo real desde el

2015, tecnologia, considerada como gold

standard para el diagnéstico de muchos

patégenos bacterianos y virales.

Recientemente, hemos adquirido un equipo

automatizado de extraccion de material

genético, lo que nos permitira estandarizar el
método segun el tipo de muestra recibida.

Este equipo, Qiacube® (Qiagen, Alemania),

utiliza columnas de silica y realiza la

extraccion en solo 30 minutos para 12

muestras simultaneas, lo que optimiza aln

mas los tiempos de respuesta.

Al momento de montar la técnica del PCR en

tiempo real en el Laboratorio de Biologia

Molecular, optamos por un termociclador

tiempo real de quimica abierta, es decir, que

puede utilizar kits de amplificacion de
diversas marcas y proveedores. El AriaMx®

(Agilent, USA) es un equipo rapido, con 4

canales para medir la fluorescencia y de muy

facil utilizacion.

Actualmente trabajamos con kits comerciales

de amplificacion certificados y validados para

uso clinico:

- Enterococos resistentes a vancomicina

- Adenovirus

- Panel de \virus respiratorios (Para-
Influenza, Coronavirus, Bocavirus,
Adenovirus y Rhinovirus)

- Patégenos sexuales (C. trachomatis,
Ureaplasma sp., M. hominis, N.
gonorrhoeae, M. genitalium, T. vaginalis).

- Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia
pneumoniae

- Bordetella pertussis, B. parapertussis, B.
bronchiseptica

- Virus herpes simplex 1y 2

- Citomegalovirus, virus Epstein Barr y virus
Herpes VI

- Enterovirus

- Parvovirus B19
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En relacion al diagnostico de virus
respiratorios, generalmente la muestra es
analizada mediante la  técnica de
inmunofluorescencia directa (IFD). Esta es
una técnica rapida, sensible y especifica.
Ademas, su bajo costo permite afrontar de
buena manera la numerosa cantidad de
muestras que llega durante la campafa de
invierno. El kit de IFD Simulfluor® (Merck,
Alemania) permite la deteccién simultanea de
los virus influenza A y B, virus respiratorio
sincicial, metapneumovirus y adenovirus. En
este Ultimo caso se ha descrito una baja
sensibilidad de la técnica, por lo que
incorporamos la deteccion de adenovirus
mediante PCR en caso de sospecha clinica.
Si se obtiene un resultado negativo por IFD, y
el cuadro clinico es compatible con etiologia
viral, se solicita que la muestra sea analizada
ya sea por PCR para virus respiratorios o
s6lo para adenovirus. Durante la campafia de
invierno del 2016 (mayo a septiembre) se
analizaron 169 muestras para virus
respiratorios 'y 230 para adenovirus,
obteniendo un 40% y 20% de positividad,
respectivamente.

Durante la Campafa de Invierno del 2016, se
detectaron 46 muestras positivas a
adenovirus, correspondientes a 31 casos.
Este hecho abrié el debate de cudl es el
significado clinico de un resultado de PCR
positivo (5). Se conoce que la técnica es muy
sensible, detectando pequefias cantidades
del virus, ademas de no distinguir entre una
infeccién en curso versus una convalecencia.
Por otro lado, los médicos tratantes al utilizar
un panel multiple de PCR se pueden ver
expuestos a una alta tasa de positividad de
dos o méas virus. Esto plantea el desafio de la
interpretacion clinica del resultado: ¢Es una
co-infeccion o es una co-positividad? (6).
Diversas publicaciones han descartado una
mayor gravedad en los casos de co-infeccion
por 2 0 mas virus en infecciones
respiratorias, sin embargo, se desconoce aln
acerca del efecto de una co-infeccion por
adenovirus. Seguiremos obteniendo valiosa
informacion respecto de la utlidad de las
distintas técnicas basadas en la biologia
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molecular en pacientes complejos como los
nuestros.

FILMARRAY-PANEL RESPIRATORIO

El sistema Filmarray (Biofire-Biomérieux) es
un panel diagnéstico completamente
automatizado para la deteccién simultanea
de 17 virus y 3 bacterias en el caso del panel
respiratorio. Existen otros paneles
disponibles para hemocultivos positivos, para
patbgenos  gastrointestinales 'y  para
meningitis-encefalitis.

Entre sus cualidades destacan la utilizacién
de reactivos liofilizados que no se necesitan
refrigeracion y un manejo simple de las
muestras, sin necesidad de micropipetas,
utilizando un sistema de aspiracion al vacio
incorporado. El equipo es pequefio, y es
capaz de realizar el proceso completo:
homogeneiza la muestra, lisa las células
mecanica y quimicamente, lava el ADN/ARN,
para luego realizar la retrotranscripcion (ARN
a ADNc). Tras eso, el equipo utiliza
partidores especificos para cada patégeno en
celdas separadas. El analisis completo
demora aproximadamente una hora y su
costo es de alrededor $100.000 por muestra.
El Filmarray respiratorio fue aprobado por la
FDA en febrero del 2016. Se pueden
procesar muestras tales como aspirado
nasofaringeo y lavado broncoalveolar.
Detecta 17 virus y 3 bacterias: adenovirus,
coronavirus HKU1, NL63, 229E y 0OC43,
metapneumovirus, rhinovirus/enterovirus,
influenza A, A/H1, A/H3 y A/H1-2009,
influenza B, parainfluenza 1, 2, 3, 4, virus
respiratorio sincicial, Bordetella pertussis,
Chlamydia pneumoniae y Mycoplasma
pneumoniae. Diversas publicaciones
describen las ventajas de su implementacion,
coincidiendo la mayoria en que un resultado
més temprano ahorra en el uso de
antimicrobianos, dias cama, otros exdmenes
y en aislamiento. En general, el FilmArray
presenta una mejor sensibilidad que un PCR
en tiempo real. Sin embargo, en el caso del
adenovirus esta técnica tendria menor
sensibilidad que el PCR en tiempo real (7).
El uso de esta técnica también aumenta la
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tasa de deteccién de co-infecciones, en las
que la mayoria esta presente
rhinovirus/enterovirus, como también
adenovirus (8). Se ha reportado que el
material genético de estos virus permanece
presente por mas tiempo que los otros virus
dificultando la distincion entre una infeccién
activa y una portacion (9).
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