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1. INTRODUCCIO

Al llarg de la historia de la ciéncia hi ha hagut descobriments cientifics molt importants
gue han passat a la histdria per la seva excepcionalitat. Alguns han estat mitics com el de la
gravetat de Newton que el va realitzar observant com una poma queia d’un pomer o el de la
penicil-lina de Fleming gracies a una placa de petri contaminada.

Un d’aquests descobriments excepcionals es produeix I’any 1983 per Kary Mullis, mentre
anava en cotxe per una carretera de Carolina del Nord. Kary Mullis mncep un métode molt
simple de produir virtualment un ndmero il-limitat de copies d’una seqiiéncia especifica
d’ADN dins un tub d’assaig - la reaccié en cadena de la polimerasa o PCR. Després de dos
anys d’intensa feina de laboratori, I’any 1985 presenta el métode a la comunitat cientifica.
L any 1993 se li concedeix el premi Nobel de Quimica per aquest descobriment.

En el moment en que aquest metode es presenta a la comunitat cientifica, es comenca a
aplicar a la investigacid cientifica, revolucionant la investigacié clinica i el laboratori de
diagnostic perd no és fins a la decada dels 90, que es comenca a aplicar per a la detecci6 de
determinats microorganismes ambientals, implantant-se en la majoria de laboratoris i
centres de recerca. La seva utilitzacié es limitava principalment per a la deteccié d’aquells
microorganismes de creixement lent i de requeriments nutritius molt complexes que feien
molt dificil aillar-los mitjancant técniques de cultiu convencionals.

En els darrers anys de la década dels 80’ i durant la decada dels 90’ es varen desenvolupar
nombrosos projectes de recerca per a la posta a punt de métodes de PCR aplicats a la
microbiologia ambiental i clinica, fet el que va contribuir a adquirir un important
“background” de coneixements. Aquesta tasca realitzada basicament al llarg de darrera
década va culminar en els darrers anys amb el progressiu traspas d’aquests coneixements a la
industria privada. Es per aixd que avui, hi ha cada cop més laboratoris i centres privats que
es plantegen implantar en els seus laboratoris aquest tipus de técniques moleculars.

En els darrers anys s’ha comengat aplicar un nou metode de PCR, la PCR “real time” o
guantitativa que si bé es basa en el mateix principi, aquesta técnica permet quantificar el
namero de microorganismes presents en la mostra. El més probable és que aquesta técnica
acabi desplacant la PCR convencional pero I’alt cos economic de I’equipament necessari per
a poder-la realitzar fa que de moment, hi hagi un nimero molt reduit de laboratoris de

recerca i indUstria privada que en puguin disposar.



2. LA PCR

La PCR és un metode “in vitro” de sintesi d’acids nucleics pel qual un segment particular
d’ADN és especificament replicat, marcat per dos iniciadors “primers” que indiquen I’inici de
la sequiéncia a replicar, la qual es sotmet a repetits cicles de desnaturalitzacid, alineaci6 i
extensié amb I’enzim taq DNA polimerasa. D’aquesta manera s’obtenen multiples copies de la
sequeéncia escollida d’ADN.

La técnica de la PCR es pot dir que es base en conjunt propietats fonamentals de I’ADN,
gue es produeixen de manera natural. L’ADN existeix com dues cadenes complementaries en
forma de doble helix (dos espirals entrellacades) . Quan una cel-lula ha de dividir-se, ha de
fer una copia del seu ADN de manera que finalment resultin dos ADN exactament iguals, un
per a cada cel-lula resultant de la divisié. Per a realitzar aix0, les dues cadenes en primer lloc
es separen (desnaturalitzen). Cadascuna d’aquestes cadenes serveix com a plantilla o model a
partir del qual es va conformant el seu respectiva nova cadena complementaria (extensid en
la PCR), essent el resultat final dues parells de cadenes d’ADN.

La técnica de PCR és altament especifica i sensible, ja que parteix de I’existéncia de la
molécula de I’ADN que es vol amplificar, que s’utilitza en investigacié arqueoldgica, medicina
forense, proves de paternitat, estudis genétics, investigacid bioldgica i laboratori clinic entre

altres. En definitiva, es pot definir com el cor de la biologia molecular

3. UTILITZACIO DE LA PCR PER A LA DETECCIO DE MICROORGANISMES AMBIENTALS

La introduccié d’aquesta tecnica a la recerca ambiental (microbiologia ambiental) ha
suposat un important salt qualitatiu pels investigadors ja que a partir del moment que
s’introdueix com a meétode rutinari, disposant d’una potent eina de treball. Una de les
principals aplicacions que se li ha donat a la PCR ha estat la deteccid6 microorganismes
patogens i de microorganismes de creixement lent o no cultivables en condicions ’in vitro” tal
com Legionella. La seva aplicaci6 si bé representa un important avan¢ important, la seva
aplicacié també porta associats un conjunt de desavantatges o restriccions. A continuacié es
passen a detallar els principals avantatges i inconvenients:
Avantatges

1. Increment de la sensibilitat. La PCR proporciona un increment de la sensibilitat de
deteccido del microorganismes estudiat versus. el métode de cultiu “in vitro”
tradicional (Josephson, 1993)

2. Especificitat. La utilitzacié de “primers” especifics juntament amb unes condicions
adequades d’astringéncia fan que la técnica sigui altament especifica.

3. Rapidesa. Es poden obtenir els resultats en dos dies com a maxim i processar un
elevat nimero de mostres. Els actuals termocicladors permeten realitzar fins a 96
mostres de manera simultania

4. Possibilitat de detecci6 de més d’un microorganisme a la mateixa reacci6. Una

variant de la tecnica de PCR convencional, & Multiplex PCR, permet detectar més



d’un microorganisme en la mateixa reaccié perd per contra, la sensibilitat i
especificitat de la técnica disminueix (Chamberlain, 1988)

5. Baix cost de reactius en comparaciéo amb el métode de cultiu que es solen utilitzar
per aillar patogens i altres microorganismes.

Inconvenients

1. Impossibilitat de distingir entre microorganismes viables i no viables ja que el que es
detecta és una sequiéncia d’ADN. En cas de voler-se determinar si els microorganismes
detectats son viable, es pot realitzar determinant la preséncia d’ ARN missatgers o bé
d’ ARN ribosomics mitjancant una la técnica de la RT-PCR. Aquesta variant de la PCR
és més complexa ja que primer cal obtenir una copia de I’ARN com a copia de ADN
(ADNc) i posteriorment realitzar la PCR (amplificacié de la seqiiéncia). La aplicacio
d’aquesta técnica de PCR disminueix la sensibilitat de deteccié (Bej et al. 1991).

2. Dificultat d’obtenir un bona extraccié d’ADN. Depenent de I’origen i tipus de mostra,
en aquesta hi poden existir la presencia de diferents inhibidors de la PCR que poden
provocar un disminucié de la sensibilitat fins a la no deteccié del microorganisme
donant lloc a Falsos Negatius (Innis et al. 1990; Tsai and Olson, 1992). Per tal
d’evitar-los cal realitzar una bona purificacié de I’extraccié de I’ADN mitjancant
petites columnes de resines o utilitzant altres técniques de purificacié i introduir
controls de qualitat

3. La PCR convencional no permet quantificar els microorganismes presents a la mostra.
Malgrat que en principi, la PCR convencional és considerada una técnica qualitativa,
és possible quantificar aproximadament els microorganismes presents a la mostra
mitjancant una simulacié del test del NMP (Picard et al. 1992) o mitjancant controls
interns d’amplificacié d’acids nucleics que al ser revelats conjuntament amb els
productes amplificats de la mostra es pot comparar el producte d’hibridacié obtingut
amb les quantitats conegudes dels acids nucleics dels controls interns i d’aqui
extrapolar el nimero de microorganismes presents de la mostra (Ferre, 1992; Palmer
et al. 1995).

4. L’elevat nimero de passos que s’ha de realitzar fins a I’obtencié del resultat
afavoreixen que es pugui produir una contaminacio6 de la mostra. Els microorganismes
patogens es solen trobar en el medi ambient a unes concentracions baixes el que
implica que habitualment amb una sola PCR no es realitzin suficients copies del seu
ADN per poder revelar i visualitzar-les, per la qual cosa es fa necessari un segon pas
per augmentar la sensibilitat. Aquest segon pas sol consistir en un procés d’hibridacié
dels amplificats o la realitzacié d’una segona PCR (Nested-PCR o Seminested-PCR) a
partir del producte obtingut a la primera PCR (amplificat). Aixd comporta un
increment dels passos a realitzar i la necessitat de treballar amb amplificat el que

incrementa considerablement el risc de que es produeixi una contaminaci6 creuada.



5. La necessitat de disposar d’un bon disseny de laboratori amb espais adequats per a
cada procés. Per tal de minimitzar el risc de que es produeixi contaminacions
creuades, @l disposar d’un espai adequat. Per aix0 cal dissenyar a consciencia el
laboratori, establint diferents zones de treball: una zna d’extraccié, una zona de
barreja de reactius, una zona de manipulacié d’amplificat de la primera PCR i zona
bruta on es realitzara el revelat.

6. Necessitat de disposar de personal qualificat el que encareix el preu de I’analisi

Tal i com s’ha comentat anteriorment, una de les avantatges de la PCR és I|’elevada
sensibilitat i especificitat de la tecnica. L’elevada sensibilitat de la tecnica de PCR radica en
el principi en que es basa: la realitzacié de copies d’una seqiiéncia concreta d’ADN. Mentre
gue amb la técnica de cultiu tradicional només es detecten els microorganismes viables
cultivables, és a dir els que tenen la capacitat de reproduir-se, amb la técnica de PCR es
detecten per igual els microorganismes viables cultivables, no cultivables, no viables (morts) i
cadenes d’ADN que continguin la seqiiéncia diana ique pugin estar presents a la mostra
analitzada. Si a més a més, la seqiiéncia que s’amplifica per PCR pertany a un gen multicopia
la sensibilitat de la PCR encara sera més elevada.

Per altre banda, la sensibilitat de la PCR també vindra condicionada pel purificat d’ADN que
s’hagi obtingut a partir de la mostra. Un dels principals desavantatges d’aplicar métodes
moleculars a la microbiologia ambiental és la presencia de components naturals com ara els
acids humics, sals minerals, polisacarids que poden inhibir la reaccié en cadena de la
polimerasa PCR. Per tant, eliminar aquestes substancies inhibidors és d’una importancia
crucial ja que en cas contrari es correra el perill de que es disminueixi la sensibilitat o
s’obtinguin falsos negatius.

La especificitat de la técnica vindra marcada pels iniciadors, “primers”. L’eleccié dels
primers es realitzara a partir del descrit a la literatura cientifica o bé en cas de tenir la
formacié adequada, buscant sequiéncies en base de dades d’acids nucleics. Els iniciadors
escollits cal que siguin especifics per a un anic i particular gen que a poder ser, cal que sigui
especific del microorganisme que es vol detectar (exemp. gen mip de Legionella
pneumophila). Per altre banda, qualsevol tros de sequéencia, per molt especifica pot no ser
atil com a iniciador. Aixi, si els iniciadors sobn massa curts, poden unir-se en un altre lloc, a
més a més del lloc correcte, pero per contra si s6n massa llargs, poden no unir-se en absolut,

o no fer-ho a temps (Ausubel et al. 1989).

4. PCR QUANTITATIVA O “REAL TIME PCR”

En els darrers anys s’ha comencat aplicar un nou métode de PCR, la PCR “real time” o
gquantitativa que si bé es basa en el mateix principi, aquesta técnica permet quantificar el

namero de microorganismes presents en la mostra (Ballard et al.2000, Wilson et al. 2000;).



La PCR quantitativa té els mateixos avantatges que la PCR convencional perd elimina en
primer lloc el “handicap” de no poder quantificar el nimero de microorganismes presents en
la mostra s bé, a I’igual que la convencional, no permet distingir entre els viables dels
inviables. A part, al ser un sistema molt més automatitzat, evita moltes de les manipulacions
posteriors a I’amplificacié pel que el risc de contaminacié dels amplificats desapareix i el
temps utilitzat en I’analisi es redueix.

Cal esmentar que si bé els avantatges de la PCR “real time” o quantitativa respecta a la
PCR convencional sén evidents, el principal desavantatge d’aquesta tecnica en aquest
moment és I’alt cost econdmic que suposa la seva implantacié tal i com hem comentat

anteriorment.

5. UTILITZACIO DE LA PCR PER A LA DETECCIO DE LEGIONELLA EN MOSTRES AMBIENTALS

L’aplicacié6 de noves tecniques de biologia molecular ens obren tot un nou moén de
possibilitats per a la detecci6 i determinacié de bacteris com ara Legionella. L’aplicacid
d’aquestes técniques per a la deteccié de Legionella en cap cas ha de ser excloent a
I’aplicaci6 de les técniques de cultiu (métode oficial) i @l tenir en compte els avantatges i
inconvenients que comporta la seva aplicacié com a metode analitic.

La utilitzacio de la PCR en la deteccid de Legionella en mostres ambientals porta associats
tots els avantatges i inconvenients comentats anteriorment pero tal vegada el més important
és saber-la utilitzar i aplicar correctament. La utilitzacié de la PCR pot ser molt util per a
obtenir resultats en molt poc temps i poder descartar la presencia de Legionella en una
instal-lacio, per exemple per descartar focus de Legionella en un brot, perd per contra no
serveix per a valorar com a funcionat un procés de desinfecci6 ja que no ens permet
diferenciar els bacteris viables dels inviables.

En conclusid, la PCR és una nova eina de investigacio i diagnostic de laboratori, molt
potent, i que cal saber-li donar I’aplicacié correcta, sense desmereixer en cap moment la

técnica oficial de detecci6 i enumeracio de Legionella (ISO 11731).
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