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La reacció en cadena
de la polimerasa (PCR)

RESUM: La reacció en cadena de la polimerasa —coneguda com a PCR per les seves

sigles en anglès, polymerase chain reaction— és un mètode d’anàlisi d’àcids nucleics

desenvolupat per Kary Mullis a mitjan anys vuitanta per produir grans quantitats

d’un fragment específic d’ADN de seqüència i longitud definides a partir d’una petita

quantitat de material inicial.

La tècnica permet amplificar selectivament una molècula d’ADN o ARN

diversos milions de vegades en poques hores. Mitjançant la PCR, podem realitzar la

detecció i l’anàlisi de seqüències específiques d’un gen sense la necessitat d’aïllar-lo

prèviament per tècniques de clonació d’ADN. Les anàlisis poden realitzar-se a partir

d’unes poques cèl·lules o d’una mínima quantitat de mostra biològica sense la

necessitat d’aïllar prèviament grans quantitats d’àcids nucleics.

La PCR ha revolucionat el camp del diagnòstic molecular i s’ha convertit en

una tècnica de rutina en l’àmbit de la genètica, la microbiologia i la

biotecnologia.
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Polymerase chain reaction (PCR)

ABSTRACT: The chain reaction of polymerase-PCR as known for their singles in

English, Polymerase chain reaction is a method of analysis of nucleic acids

developed by Kary Mullis in the mid eighties to produce large quantities of

a specific DNA fragment of defined sequence and length from a small amount

of starting material.

The technique allows a molecule selectively amplifies DNA or RNA various

million times more. By PCR, we performed the detection and analysis of specific

sequences of a gene without the need to insulate it from previous techniques for

DNA cloning. The analysis can be performed from a few stem cells or minimum

amount of biological sample without the need for pre-Amentia isolate large

quantities of nucleic acids.

The PCR has revolutionized the field of molecular diagnostics and has become

a routine technique in the field of genetics, microbiology and biotechnology.
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la presència o l’absència d’alguna
seqüència específica d’ADN o ARN,
com, per exemple, la detecció de la
presència d’un patogen en una mos-
tra. L’anàlisi del producte amplificat
se sol realitzar mitjançant electro-
foresi en gel o capil·lar; la seva vi-
sualització se sol fer per tinció en
bromur d’etilè o per detecció fluo-
rescent, si prèviament hem utilitzat
un dels encebadors marcat amb
algun tipus de fluorescència.

En algunes anàlisis, és necessari
identificar la seqüència del producte
amplificat i el producte de la PCR ha
de ser sotmès a una anàlisi especí-
fica —seqüenciació, digestió amb
enzims de restricció, etc.

ANÀLISI QUANTITATIVA
D’ADN MITJANÇANT LA PCR

La PCR convencional no és una tèc-
nica quantitativa, ja que l’amplifi-
cació exponencial de l’ADN motlle
no es manté constant especialment
en els últims cicles de la reacció.

Per poder realitzar estimes quan-
titatives, s’han desenvolupat tècni-
ques de PCR en «temps real» —PCR
quantitativa—, amb les quals és pos-
sible determinar la fase exponencial
de l’amplificació i també és possible
extrapolar de manera quantitativa la
quantitat de motlle inicial que s’està
amplificant.

La metodologia de la PCR quan-
titativa facilita, a més, l’automa-
tització i no sol requerir el pro-
cessament ulterior del producte
amplificat, la qual cosa redueix el
risc de contaminació.

En l’actualitat, existeixen en el
mercat diversos equips i protocols
per a la realització d’aquesta tècnica.
Des del punt de vista de la detecció
del producte amplificat en cada cicle,
existeixen tres mètodes principals
d’anàlisi de la PCR quantitativa
basats en tècniques de fluorescència
i que es diferencien en el tipus de
detecció dels productes de la PCR.
Aquests mètodes són els següents: el
que empra una sonda amb doble
marcat fluorescent —TaqMan®—
específica de la seqüència amplifi-
cada; els basats en l’ús de dues son-

de l’encebador, tot utilitzant com a
motlle la cadena d’ADN prèviament
desnaturalitzada. La temperatura
a la qual es realitza aquesta etapa
de la reacció sol ser de 72º C, ja que és
la temperatura a la qual la Taq poli-
merasa arriba a la màxima activitat.
Normalment, una extensió de vint
segons és suficient per a fragments
menors de cinc-cents parells de
bases, i quaranta segons, per a frag-
ments per sobre d’1,2 Kb.

En finalitzar cadascun dels cicles,
el nombre de còpies obtingudes es
duplica, i després de vint cicles, ja
tenim aproximadament un milió de
còpies de cadascuna de les molècu-
les motlle inicials d’ADN.

La tècnica es pot utilitzar per a
l’amplificació de molècules d’ARN
si prèviament se’n realitza una còpia
mitjançant l’enzim transcriptasa
reversa. D’aquesta manera, podem
realitzar estudis sobre molècules
d’ARNm o bé la podem aplicar per a
la detecció de virus ARN.

L’elecció dels encebadors i la
grandària del fragment amplificat són
d’una gran importància per al resul-
tat final. En proves de diagnòstic, la
grandària del fragment amplificat no
ha de superar els cent o cent cin-
quanta parells de bases d’ADN, si par-
tim de mostres que puguin haver
sofert una degradació dels àcids
nucleics, i l’elecció dels encebadors
s’ha de realitzar per a fragments espe-
cífics de la diana que vulguem ampli-
ficar per tal d’evitar falsos positius.

Una vegada realitzada l’amplifi-
cació, es procedeix a la identificació
de la seqüència obtinguda mitjan-
çant electroforesi, hibridació amb
sondes complementàries o tècni-
ques d’anàlisi de polimorfismes.

L’anàlisi per PCR pot ser de dos
tipus: qualitativa —detecció de la
presència o de l’absència d’un frag-
ment d’ADN determinat— o quan-
titativa —detecció de la quantitat
d’un fragment d’ADN determinat.

ANÀLISI QUALITATIVA D’ADN
MITJANÇANT LA PCR

Aquest tipus d’anàlisi se sol realitzar
quan tan sols és necessari conèixer

PRINCIPIS BÀSICS DE LA PCR

a PCR es fonamenta en l’am-
plificació enzimàtica d’un
fragment d’ADN flanquejat
per dues seqüències d’oligo-

nucleòtids que hibriden en la cadena
complementària de la molècula mot-
lle que cal amplificar —encebadors o
primers— i que són utilitzats per una
ADN polimerasa termoresistent
—generalment s’empra la del bacteri
termòfil Thermus aquaticus, capaç de
créixer a elevades temperatures— per
copiar-ne la seqüència.

La reacció és un procés que
consta de tres etapes —repetides
unes trenta o trenta-cinc vegades:
desnaturalització, hibridació dels
encebadors i extensió dels mateixos.

Desnaturalització. Perquè es pu-
gui iniciar la reacció, cal que les mo-
lècules d’ADN motlle es trobin en
forma de cadena simple. Això s’acon-
segueix escalfant-les a temperatures
de 90º C a 95º C perquè es produeixi
el trencament dels enllaços pont
d’hidrogen intercatenaris i la separa-
ció d’ambdues cadenes. Per tal d’as-
segurar la completa separació de la
doble cadena de l’ADN, aquesta tem-
peraturas’hademantenirunsminuts.
Si l’ADN solament es desnaturalitza
parcialment, tendirà a renaturalitzar-
se molt ràpidament, tot dificultant
una eficient hibridació dels primers i
la seva posterior extensió.

Hibridació. Una vegada l’ADN
està desnaturalitzat, es disminueix
la temperatura de la reacció fins a
un rang comprès entre els 40º C i els
60º C perquè es pugui produir la
hibridació específica dels enceba-
dors a les seqüències flanquejades
del fragment que es vol amplificar.
Aquesta etapa es denomina també
fase d’«annealing» i la temperatura
a la qual es realitza s’ha d’establir
per a cada reacció en funció de la
longitud dels encebadors i la seva
seqüència —temperatures inferiors
a l’òptima produiran hibridacions
inespecífiques dels encebadors i
temperatures superiors en dificulta-
ran l’eficiència.

Extensió. Durant aquesta etapa,
l’ADN polimerasa termoresistent
incorpora nucleòtids en l’extrem 3’

L
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producte amplificat. L’avantatge
d’aquesta opció és que no es reque-
reix la síntesi de sondes fluorescents
específiques per a cada tipus de de-
tecció, encara que el seu inconve-
nient resideix en la seva inespecifi-
citat, ja que es detecta fluorescència
per a tots els productes d’ADN de
doble cadena presents en la reacció
—incloent-hi els dímers d’encebador
que se solen produir en la major part
de les reaccions de la PCR.

La realització d’aquestes tèc-
niques de la PCR a temps real re-
quereix el fet de disposar d’un equip
que compti amb un sistema de
detecció de fluorescència. Existeixen
actualment al mercat diverses alter-
natives el cost de les quals sol estar
relacionat amb els nivells de sen-
sibilitat i de capacitat d’anàlisi de
mostres.
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qual la quantitat de fluorescència
emesa arriba al nivell de detecció
que hàgim fixat, la qual cosa, al seu
torn, es correlaciona directament
amb la quantitat d’ADN motlle de la
mostra analitzada. La quantificació
del nombre de còpies d’una mostra
es realitza mitjançant la comparança
de la Ct de la mostra —problema amb
la Ct d’una sèrie de dilucions d’una
mostra —control positiva. La quan-
tificació de la mostra —control posi-
tiva permet establir una corba estàn-
dard que reflecteix el nombre de
còpies i el nombre de cicle en el qual
ha estat realitzada la detecció de
manera objectiva i reproduïble.

Quan es realitza la quantificació
d’una mostra —problema, el cicle
llindar de la seva detecció es duu a
la corba estàndard, la qual cosa per-
met conèixer el nombre de còpies de
la seqüència diana existent en la
mostra analitzada.

El mètode de la PCR quantitativa
basat en la química per hibridació de
sondes empra dues sondes –seqüèn-
cia específiques que hibriden en
regions adjacents espaiades entre un
i cinc nucleòtids. Una sonda està mar-
cada amb un fluorocrom emissor en
posició 3’ i l’altra sonda està marcada
amb un fluorocrom acceptor en
l’extrem 5’. Aquesta sonda, a més, té
bloquejat l’extrem 3’ amb un grup
fosfat per evitar-ne l’extensió. Només
quan les dues sondes han hibridat i
estan pròximes s’origina una emissió
de fluorescència pel fluorocrom
acceptor, la intensitat del qual aug-
menta proporcionalment a la quan-
titat de seqüència diana formada en
la reacció de la PCR. Aquesta meto-
dologia es diferencia de la química de
sondes TaqMan® en el fet que no es
requereix la hidròlisi de sonda per a
l’emissió de fluorescència.

El tercer tipus de detecció dels
productes específics de la PCR de la
seqüència motlle consisteix en la uti-
lització de l’agent intercalant SYBR
Green I. Aquesta substància s’uneix
específicament a la doble hèlix de les
molècules d’ADN formades en cada
cicle de la reacció de la PCR produint
l’emissió de fluorescència. D’aquesta
manera, el senyal fluorescent s’incre-
menta en funció de la quantitat de

des que hibriden de manera adjacent
en el fragment que amplifiquem, i,
finalment, el denominat SYBR Green
I, que utilitza una substància inter-
calant que s’uneix a la doble cadena
d’ADN i produeix una emissió de
fluorescència.

El mètode més difós és el que
empra sondes TaqMan®. Aquest
mètode es basa en l’activitat 5’-
exonucleasa de la Taq polimerasa i
en l’amplificació mitjançant la PCR
d’una determinada seqüència diana
en presència d’una sonda fluores-
cent específica —sonda TaqMan®—
que hibrida amb la seqüència diana
que estem amplificant. La sonda
TaqMan®, d’una grandària aproxi-
mada de vint a trenta bases, té unit
un fluorocrom en posició 5’ i un
segon fluorocrom que actua per
interferència amb el primer com a
amortidor de fluorescència en posi-
ció 3’. A més, aquesta sonda està fos-
forilada en 3’ per evitar la seva exten-
sió durant la reacció de la PCR. Si
la seqüència diana està present en la
mostra, la sonda TaqMan® hibridarà
específicament amb ella, tot situant-
se entre els dos encebadors. Quan es
produeix l’etapa d’extensió en la
reacció de la PCR, l’activitat 5’-
exonucleasa de la Taq polimerasa
degrada la sonda TaqMan® allibe-
rant el fluorocrom, que, en quedar
separat de l’amortidor, emetrà un
senyal que pot ser captat pel sistema
òptic de l’equip. Aquest procés de
degradació de la sonda té lloc en
cadascun dels cicles i és directament
proporcional al nombre de molècu-
les que estan sent esteses en cadas-
cun d’ells i que podem visualitzar
per l’increment del senyal de fluo-
rescència.

A més, laTaq polimerasa no dige-
reix la sonda lliure, sinó únicament
la hibridada, per la qual cosa la
quantitat de senyal fluorescent emès
és proporcional a la quantitat de
producte acumulat. El mesurament
de la intensitat de fluorescència es
realitza de manera contínua, la qual
cosa proporciona una informació
dinàmica a temps real del procés.
El sistema de detecció permet esta-
blir el cicle llindar —Ct-cycle thres-
hold—, el cicle de la PCR a partir del
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