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DIAGN(’)STI,CO APLICABLES EN ENFERMOS.
UTILIZACION DE LA PCR

UTILIZACION DE LA PCR PARA LA CARACTERIZACION DE LAS CEPAS
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Tras las campafias de vacunacién masivas
frente a meningitis meningocécica A+C, la
tinica posibilidad de evaluar con una preci-
sion razonable la eficacia de las mismas es
combinar la realizacién de estudios de inmu-
nogenicidad junto con los de eficacia clinica'.
Desafortunadamente, es muy frecuente un
alto porcentaje de casos de meningitis bacte-
rianas sin filiacion etiolégica, lo que dificulta
enormemente la evaluacion de la eficacia cli-
nica de la vacunacion. Estas dificultades, no
pueden ser resueltas solamente con una me-
jora en los porcentajes de filiacién etioldgica,
lo que se conseguiria con alguno de los pro-
tocolos de PCR descritos?, ya que no se ob-
tiene informacién sobre el serogrupo de la
cepa de meningococo implicada en la pro-
duccién del caso.

En este sentido, Borrow y cols.? describie-
ron en 1997 un protocolo de PCR que en un
primer paso detecta la posible presencia de N.
meningitidis y, posteriormente identifica si se
trata de un meningococo de serogrupo B o C.
En un primer paso, la muestra, que preferible-
mente debe ser liquido cefalorraquideo, es so-
metida a dos protocolos de amplificacién: uno
que amplifica la secuencia de insercién
IS1106 (de la que existen alrededor de 6 co-
pias en el genoma completo) y otro que am-
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plifica una region del gen CtrA, implicado en
el transporte activo a través de la cdpsula. Si
alguna 6 las dos amplificaciones resultan po-
sitivas, se procede a un segundo proceso de
amplificacion, esta vez con otros dos protoco-
los: uno que amplifica el gen Siad B (gen que
codifica para la incorporacién de 4cido sidlico
en la cdpsula de polisacarido B) y otro que
amplifica el gen Siad C (correspondiente al
polisacarido C), con lo que obtendremos infor-
macion sobre el serogrupo.

La deteccion de todos los productos de am-
plificacidn se realiza mediante un ELISA con
sonda de captura, lo que proporciona una es-
pecificidad del 100%° (figura 1). Los niveles
de sensibilidad no son dptimos y dependen
mucho del tipo de muestra con la que se tra-
baje: 80-85% en LCR, 60-65% en sangre y tan
solo un 30% cuando se trata de suero. No
obstante, se ha descrito un protocolo modifica-
do con el que parece mejorarse en gran medida
la sensibilidad obtenida con suero*, aunque
esto debe ser mas ampliamente evaluado.

El protocolo descrito incluye la utiliza-
cién de Uracil-N-glicosilasa, que permite
eliminar la contaminacién con amplificados
provenientes de anteriores ciclos de amplifi-
cacién: el enzima degrada el ADN que lleva
dUTPs incorporados en lugar de los dTTPs
del «ADN natural». Esto va a impedir la
aparicién de falsos positivos por la mencio-
nada contaminacién, muy frecuente en la
utilizacién de esta metodologia para la de-
teccién de material genético.
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Figura 1

Esquema del enzimoinmunoensayo para la deteccién de los productos de amplificacién en la deteccién y caracterizacion de
Neisseria meningitidis
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Asf pues, el futuro de la deteccién de
Neisseria meningitidis pasa por la deteccién
de su ADN en muestras clinicas, aunque el
cultivo debe seguir siendo el método de
eleccién. En estos momentos ya hay algtin
protocolo en evaluacién para realizar el ti-
pado y subtipado (de gran importancia en el
seguimiento de la situacién epidémica,
como ha quedado recientemente puesto de
manifiesto), pero la susceptibilidad frente a
antimicrobianos no podria ser evaluada si
en el futuro no contdramos mds que con la
deteccion del ADN de la bacteria.
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