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1.- BREVE DESCRIPCION DE METODO P.C.R.
(Polymerase Chain Reaction)

Definicion: Proceso de amplificacion enzimética de 4ci-
dos nucleicos in vitro a partir de minimas cantidades de
DNA o RNA.

Principio: Se basa en la repeticion de ciclos de 3 etapas
bajo condiciones controladas de temperatura, donde el
numero de moléculas de DNA se duplica después de cada
ciclo, semejando lo que ocurre en la replicacion de DNA
in vivo.

Etapas de PCR:

a) Denaturacion de DNA: separaci6n de las hebras de DNA
molde mediante incubacién a altas temperaturas (92-95
L)

b) Pareamiento de oligonucle6tidos (primer annealing):
union de oligonucle6tidos especificos (primer) a las he-
bras de DNA denaturadas, donde cada primer es comple-
mentario a una de las cadenas originales de DNA de inte-
rés. Proceso ocurre al descender la temperatura, general-
mente entre 37-55 C.

¢) Extension de oligonucle6tidos: extension del complejo
DNA molde-primer mediado por una enzima DNA
polimerasa. Ocurre generalmente a 72 C de temperatura.

- Un ciclo tipico (3 etapas) toma entre 3 a 5 minutos y se
repite habitualmente entre 20 y 40 veces para obtener una
buena amplificacién que permita ser detectada por técni-
cas convencionales (Norther blot, Southern blot, sondas).

2.- APLICACIONES DE P.C.R.

- Secuenciacion directa
- Clonamiento

- DNA typing

- HLA typing
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- Mutagénesis dirigida
- Detecci6n de variaciones genéticas
- Deteccion de microorganismos infecciosos.

3.- RNA - PCR

Una secuencia de RNA también puede ser amplificada
por método PCR. Para ello se requiere una €tapa previa,
donde se sintetiza un DNA complementario (c-DNA) al
RNA de interés mediante una enzima Transcriptasa
Reversa.

Etapas RNA - PCR
Obtencién células o tejidos de inter€s
Obtencién RNA
Sintesis de c-DNA
Amplificacién de secuencia de c-DNA por P.C.R.

Ventajas RNA-PCR:

No interferencia Secuencias INTRON
RNA blanco rdpidamente amplificado
Analisis es en genes activos

Permite analizar Virus RNA (Hepatitis C).

Desventajas RNA-PCR:
RNA extremadamente 14bil
Requiere paso enzimético adicional.

4.- DETECCION DE RNA VIRAL DE VHC POR
PCR

Considerando los bajos niveles de virus VHC circulante
en los pacientes infectados, el uso de PCR para la detec-
ci6én de RNA viral, en sangre ¢ higado de estos pacientes,
ha sido de gran ayuda para el mayor conocimiento de esta
infeccion.

Este método altamente sensible ha permitido:
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- Detectar RNA viral circulante tempranamente post-in-
feccién (dias), semanas antes de la elevacién de enzi-
mas ALT y de la aparicién de niveles de anticuerpos
anti-VHC detectables ¢

- Entregar informaci6n sobre el estado de viremia en los
casos anti-VHC positivo con funcién hepéatica nor-
mal @

- Evaluar la eficacia o respuesta a tratamientos, por €j.
interferon alfa ®

- Realizar estudios de seguimiento para evaluar la viremia
en pacientes con Hepatitis Aguda y Cr6nica

- Diagnosticar la infeccion por VHC en pacientes con
Hepatitis Crénica NoA - NoB - seronegativos .

- Estudiar la transmision vertical de VHC.

- Evaluar la sensibilidad y especificidad de ensayos
serol6gicos disponibles.

5.-FACTORES IMPORTANTES DE CONSIDERAR
EN EL USO DE P.C.R.

a) Diversidad del Virus VHC

Existe una gran cantidad de informaci6n acerca de las se-
cuencias nucleotidicas de los diferentes aislados de VHC
(americanos, japoneses, europeos). Se han descrito dife-
rencias variables en las secuencias nucleotidicas y de
polipéptidos en las regiones NS-3, NS-4, NS-5 y regiones
de envoltura de los diferentes aislados, confirmando que
existen multiples tipos de HCV.

Laregi6n mas conservada entre todos los aislados de VHC
corresponde a una regién del extremo 5 Terminal que co-
difica para las proteinas de la nucleocdpside viral 1!'?,

b) Seleccion de Primers

Miiltiples primers (oligonucle6tidos) han sido probados
en los diferentes aislados de VHC, a la fecha descritos.

Esta claro, actualmente, que los primers a usar en la de-
teccién de VHC deben ser disefiados especificamente para
la regi6n 5 terminal (6 5 no codante) del genoma, ya que
esta region est4 altamente conservada entre los diferentes
aislados y excluye la posibilidad de no detectar la viremia
debido a la heterogenicidad de las secuencias ¢ '>'?,

Revista Hosp. Clinico Universidad de Chile. Vol. 7, N° 1, 1996

6.- USO DE NESTED P.C.R. (P.C.R. anidada)

M¢étodo de PCR descrito por Okamoto y col. que permite
aumentar la sensibilidad y especificidad en la deteccion
de VHC-RNA. Consiste en la realizacion de 2 amplifica-
ciones sucesivas, donde los productos especificos de la
primera amplificacion se utilizan para una segunda am-
plificacién con primers especificos .

Este método ha permitido detectar el RNA viral en més
del 90% de los pacientes con Hepatitis Crénica NoA-NoB
(92% en seronegativos, 100% en pacientes anti-VHC po-
Sitivos).

La combinacién de Nested PCR y primers especificos
derivados de la regién 5 no-codante pareceria tener ua
sensibilidad y especificidad similar a la obtenida a través

de una PCR tnica e hibridacion con sondas especificas >
16, 17)

7.- LIMITACIONES EN LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS

- Por su extrema sensibilidad, PCR puede detectar mini-
mas cantidades de contaminacién (falsos positivos).

- No permite obtener resultados cuantitativos reproducibles.

- Inadecuada recoleccién y conservacion de muestras
puede dar resultados falsamente negativos.

- Un resultado negativo por PCR indica ausencia de
viremia y no descarta una infeccién por VHC.
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SUMMARY:

This article analyses the diagnosis uses of CHV detecton,
using the CRP method and considers its values and
limitations.
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