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Resumen

Invenciones verdaderamente revolucionarias han promovido el cambio de pensamiento y la manera de
trabajar en el ambito del laboratorio. Una de estas invenciones es la reaccidon en cadena de la polimerasa, la
cual ha aportado de manera significativa al conocimiento cientffico. Las diferentes metodologfas que aplican
la reaccion en cadena de la polimerasa han permitido a los investigadores manipular la informacién genética
de los organismos, facilitando procedimientos como la clonacidn vy la secuenciacién, entre otros, lo cual
agilizé significativamente los resultados del Proyecto Genoma Humano. Existe diversidad de variantes de
la reaccién en cadena de la polimerasa convencional. Este escrito tiene por objetivo presentar una revisiéon
sobre el tema, especialmente sobre la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real, debido a las
ventajas que ofrece.

Palabras clave: agentes intercalantes, cuantificacién absoluta, cuantificacion relativa, curvas de calibracion,
gen normalizador, sondas fluorogénicas.

Abstract
Silver anniversary of the Polymerase Chain Reaction (PCR)

Truly revolutionary inventions have promoted the change of thought and the way to work in the laboratory.
One of these inventions is the polymerase chain reaction (PCR), which has contributed significantly to the
scientific knowledge. The different methodologies that use the polymerase chain reaction have allowed
investigators to manipulate the genetic information of organisms, facilitating procedures like cloning and
sequencing, among others, which sped the Human Genome Project results significantly. There are several
variants of the conventional polymerase chain reaction. This work tries to present a revision on the subject,
especially on the Real-time polymerase chain reaction, due to the advantages that it offers.

Key words: absolute quantification, calibration charts, fluorescent probe, normalizing gene, intercalate
agents, relative quantification,
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Introduccion

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue
creada por Kary B. Mullis en 1983. En sus 25 afos de
evolucién ha contribuido de manera significativa en los
procesos investigativos bdsicos y de diagndstico en gran
cantidad de patologias. Esta estrategia metodolégica
le permitié a Mullis en 1993 ganar el premio Nobel
de quimica, considerado como una revolucién para el
desarrollo de la biologia molecular (1).

En 1989, Science selecciond la PCR como el principal
desarrollo cientifico y la Taq polimerasa como la molécula
del ano. El principio de la PCR consiste en determinar
la secuencia de interés y seleccionar pequefios segmentos
de nucleétidos llamados iniciadores o cebadores,
complementarios con la secuencia de nucledtidos de los
extremos opuestos de las cadenas que flanquean a dicha
secuencia, a partir de los cuales mediante la accién de la
Taq polimerasa, se inicia la elongacién o sintesis de nuevas
cadenas en el extremo 3’ de cada iniciador, para obtener
multiples copias de dicho segmento (2,3).

Las aplicaciones de la PCR son mdltiples, entre ellas
la amplificacién de fragmentos de genes, modificacién de
fragmentos de ADN, deteccién sensible de microorganismos
y su genotipificacion, andlisis de muestras arqueolégicas
y estudios antropoldgicos, la deteccién de mutaciones
importantes en enfermedades hereditarias, transformacién
maligna o tipaje de tejidos, el andlisis de marcadores
genéticos para aplicaciones forenses, pruebas de paternidad
y mapeo de rasgos hereditarios, estudio de expresiéon de
genes y farmacogendmica, entre otras (4-6).

Variantes de la PCR convencional

Existe diversidad de variantes de la PCR convencional,
algunas de las cuales se presentan en esta revision, sin
embargo este articulo se enfoca en la PCR en tiempo real
(PCRuw).

PCR inversa: se emplea para clonar regiones
desconocidas de un ADN, situadas en posicién vecinal a
secuencias diana conocidas. Es decir, en lugar de amplificar
la regi6én interna, flanqueada por los dos iniciadores (PCR
convencional), se amplifica la regién externa que flanquea
los iniciadores. Para ello es necesario cortar el ADN a ambos
lados de la regién diana con una enzima de restriccién, de

tal forma que los extremos cohesivos resultantes puedan
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hibridar entre si, formando una molécula circular. Esta es
cerrada por una ligasa y se realiza la PCR con iniciadores
que hibridan los extremos 5° de la secuencia conocida,
por lo que la elongacién se extenderd alrededor del circulo
generando copias de ADN delimitado (7).

PCR anidada (Nested-PCR): aumenta la especificidad al
realizarse una segunda reaccién de PCR, con dos iniciadores
nuevos que hibridan dentro del fragmento diana amplificado
en la primera reaccién, permitiendo la obtencién de
productos de PCR mds cortos y especificos (8).

PCR con adaptadores: permite amplificar una
regién de ADN de secuencia desconocida, ligando a
fragmentos de restriccién, secuencias adaptadoras, es
decir oligonucledtidos sintéticos con extremos cohesivos
compatibles con los generados en la muestra. Los
iniciadores son especificos para las secuencias 3’ de los
adaptadores, permitiendo la amplificacién del conjunto
de adaptadores y secuencia diana (8).

PCR asimétrica: se trata de generar copias de hebra
sencilla de un ADN. Es la variante mds simple, en la que
se anaden diferentes concentraciones de ambos iniciadores,
de modo que tras los primeros ciclos de PCR uno de ellos
se agota y deja disponible suficientes copias del ADN
diana. Solo una de sus hebras sigue amplificando gracias
al iniciador mds abundante (7).

PCR larga (L-PCR): su objetivo es superar los limites
de la PCR convencional para amplificar con fidelidad
regiones diana de gran tamano (entre 5 y 40kb), las cuales
son muy convenientes para amplificar genomas virales,
intrones, ADN mitocondrial y grupos de genes (8).

PCR multiplex: las reacciones de PCR ocurren
simultdneamente y en un mismo tubo, amplificando
diferentes secuencias diana, para lo cual se usan varias parejas
de iniciadores, permitiendo la deteccién e identificacion
simultdnea de distintos genes de interés (9).

RT-PCR (PCR con transcriptasa inversa): a partir
de ARN diana y mediante la transcripcion reversa del
ARN a ADNg, puede ser utilizado para la amplificacién,
deteccién de la expresion de genes especificos o almacenaje

de ADNCc (7).
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PCR en tiempo real

Generalidades

La cuantificacién de la expresién o cantidad de ARN-
ADN presente en una muestra se realizé inicialmente
mediante PCR competitiva. Pero fue desde finales de 1990
cuando la cuantificacién de la expresién logra importancia
en la prdctica clinica; sin embargo, la PCRtr también
permite la identificacién de nuevos genes y polimorfismos,
el conocimiento de anomalias cromosémicas estructurales
y epigenéticas (10).

La primera reaccién de PCR en tiempo real se llevd
a cabo utilizando el marcador fluorescente bromuro de
etidio, el cual aumenta su fluorescencia al unirse al ADN
y la reaccién de PCR se evidenci6 con una videocidmara.
El primer equipamiento para realizar PCR en tiempo
real fue comercializado en 1996 por Applied Biosystems.
Posteriormente se fueron incorporando distintas empresas
como BioGene, Bioneer, Bio-Rad, Cepheid, Corbett
Research, Idaho Technology, M] Research, Roche,
Applied Science, y Stratagene. En los equipos actuales, la
deteccién del sistema incorpora médulos épticos que son
capaces de detectar secuencias seleccionadas marcadas con
fluorocromos (6,10,11,13).

En la PCRtr, los procesos de amplificacién y deteccién
se producen de manera simultdnea en el mismo vial
cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior.
Ademds mediante la deteccién por fluorescencia se puede

medir durante la amplificacién la cantidad de ADN o
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Figura 1. Cinética de la PCRir.

ARN sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccién es proporcional
a la cantidad de ADN o ARN formado, lo que permite
conocer y registrar en todo momento la cinética de la
reacciéon de amplificacién. La cuantificacién de la muestra
por PCRtr incrementa la fiabilidad del andlisis de la
expresion del gen (12).

Cinética de la PCRir

En la Figura 1 se observa la fase exponencial, fase
lineal y fase Plateau. Ct, corresponde al inverso del log
del niimero de copias. La linea de base es el nivel basal o
background de fluorescencia durante los primeros ciclos
de PCR. El umbral es el nivel de fluorescencia fijo por
encima de la linea base. En la fase exponencial temprana
la fluorescencia supera el umbral. En la fase logaritmica
lineal se duplica exactamente el producto en cada ciclo
(6ptima amplificacién). Y en la fase de plateau, los
reactivos se consumen, la reaccién se detiene (reaccién
de punto final).

La cinética de amplificacién de PCRtr evidencia la
acumulacion de la emisién de fluorescencia en cada ciclo
de reaccidn, y esta puede ser clasificada en cuatro fases. En
esta cinética es importante resaltar el Umbral o Threshold
(nivel de fluorescencia fijo por encima de la linea base) y el
Ct 6 Cp: (ciclo del umbral o punto de cruce o corte), ciclo
en el cual la fluorescencia supera el umbral y es detectada.
El Ct es inversamente proporcional a la concentracién
inicial de ADN o ARN diana presente en la misma; los
datos que se obtienen permiten calcular la eficiencia de

la amplificacion (14-17).

Eficiencia de la PCRtr

Es la proporcién a la que un amplicon de PCR
se genera, normalmente expresado con un valor en
porcentaje. Si un amplicon dobla la cantidad durante la
fase logaritmica de su amplificacién por PCR, el ensayo
tiene 100% eficiencia (18). La curva estindar de la PCRtr
es representada graficamente como el semi-log del valor de
CT versus el log del acido nucléico inicial; una pendiente
de la curva estdndar de -3.32 indica una reaccién de
PCR con 100% eficiencia, mientras que pendientes mds
negativas que -3.32 (¢j. -3.9) indica reacciones que tienen
menos del 100% de eficiencia, Figura 2. Pendientes mds
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positivas que —3.32 puede indicar problemas de calidad
de la muestra o problemas de pipeteo.

La eficiencia de la PCRur puede ser estimada mediante
curvas de calibracién realizadas con diluciones seriadas de
un estdndar que puede ser ADN o un pldsmido (19). Los
pardmetros que afectan la eficiencia de PCR son: especificidad
de primers y sondas, concentraciones altas de dNTPs (20),
agentes inhibidores como hemoglobina, heparina, IgG, altas

concentraciones de proteina (21,22).

Agentes intercalantes

Los sistemas de deteccién por fluorescencia empleados
en la PCRtr pueden ser agentes intercalantes y sondas
especificas marcadas con fluorocromos (13). Los
agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan
notablemente la emisién de fluorescencia cuando se
unen al ADN de doble hélice. El mds empleado es el
SYBR Green I. El incremento del ADN en cada ciclo se

refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia

emitida. Este sistema de deteccién tiene la ventaja de que
la optimizacién de las condiciones de la reaccién es ficil y
mds econdmica que las sondas especificas. Para mejorar la
especificidad se deben emplear condiciones de reacciones
dptimas y una seleccién cuidadosa de los primers para
disminuir el riesgo de la formacién de dimeros; ademds,
es recomendable iniciar la reaccién de sintesis de ADN a
temperaturas elevadas (hot-start PCR).

La mayoria de los equipos para PCR en tiempo real
tienen la posibilidad de determinar la temperatura de fusién
de los fragmentos amplificados (Tm= temperatura a la que
el 50% de la molécula de ADN estd desnaturalizado). Cada
fragmento amplificado tiene una Tm caracteristica, que
depende sobre todo de su longitud y de la composicién
de sus bases; esta aplicacién permite comprobar, la
especificidad de los fragmentos detectados en la PCR
(16,23).

Ventajas SYBR Green

*  Diez veces mds sensible que el bromuro de etidio.
*  Mis econdémico que el uso de sondas.

*  Una séla quimica para todos los experimentos.

*  No requiere disefio de sondas.

Desventajas SYBR Green

*  Requiere ajustar de manera mds exhaustiva las
condiciones.

*  Dificil genotipificacién de SNPs.

*  No permite hacer PCR multiplex.

*  Baja especificidad, debido a que se unen de manera

indistinta a productos generados.

Analisis de curvas de disociacién
Al utilizar como agente quimico para la PCRtr el
SYBR Green, se debe realizar la curva de disociacién, para

comprobar la especificidad de los fragmentos detectados

o i o 3B 0

Figura 3. SYBR Green. Accién infercalante a lo largo de la cadena de DNA emitiendo fluorescencia
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EXTENSION, EMISION FLUORESCENCIA

Figura 4. Efecto LUX (light upon extensién). El iniciador marcado con el fluoroforo emite fluorescencia en el momento que se hibrida con su
blanco.

PRIMER MARCADO

Figura 5. Sondas Hibridacién: A. Sonda Tagman, B. Molecular Beacons, C: Iniciador escorpién y D: De hibridacién. Sondas de PCR tiempo real que
funcionan bajo el principio FRET, transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
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en laPCR. La curva de disociacién se basa en un gradiente
de temperaturas crecientes después de la PCRtr, para
monitorizar la cinética de disociacién de los fragmentos
amplificados y comprobar su especificidad. Es decir, se
detecta la amplificacién del blanco ADN o ARN (primera

derivada) y dimeros de primers (segunda derivada).

Iniciadores marcados con fluoroforos

“Los primers LUX fluorogenic” son un nuevo producto
que permiten la deteccién de la secuencia blanco por
emisién de fluorescencia. LUX (light upon extension) es un
iniciador especifico a la secuencia de interés que se encuentra
marcado con un fluoroforo, cuando el iniciador se hibrida
con la cadena blanco, el fluoroforo es excitado, resultando en
incremento significativo de senal de fluorescencia, Figura 4.
Este producto tiene como ventaja que es menos costoso que
las sondas y mds sensible que el SYBR Green (17,24).

Sondas de hibridacién

Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos,
un donador y un aceptor. El proceso se basa en la
transferencia de energfa fluorescente mediante resonancia
(FRET) entre las dos moléculas. Este principio consiste en
que una molécula de alta energfa cercana a una molécula
de baja energia (quencher), promueve una transferencia
energética y no habrd emisién de fluorescencia. Una vez
se separan dichas moléculas se emite la fluorescencia que
es captada por el lector del equipo (25).

Entre las sondas se encuentran:

Sondas TagMan: sonda corta que necesita la ruptura
de la polimerasa para separar las dos moléculas fluorecentes
y liberar fluorescencia, Figura 5A (26).

Molecular Beacons: sonda cerrada que hibrida con
su blanco durante la PCR liberando fluorescencia, Figura
5B (4).

Iniciador escorpién: incluye un iniciador de PCR,
que al unirse con una regién especifica del ADN blanco, el
oligonucleétido unido al quencher se libera, plegdndose la
sonda marcada con el fluorocromo sobre el acido nucléico
blanco liberando la fluorescencia, Figura 5C.

Sondas de hibridacién: conformada por dos sondas.
Si estd hibridada no emite fluorescencia a temperatura de

55°C, se libera la fluorescencia en fase de desnaturalizaciéon

a 95°C, Figura 5D (6,17).
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Controles para PCR

Control Interno: se define como una secuencia de
ADN o ADNCc que es co-amplificado con el ADN blanco
y se usa principalmente para aumentar la confiabilidad de
los ensayos, ya que permite la deteccidn de falsos negativos.
Es decir determina un ensayo fallido o inhibicién de la
reaccion. El control interno mds usado para la PCRtr es un
pldsmido que contiene secuencias de organismos distantes
filogenéticamente. Estos pldsmidos pueden ser adicionados
a la mezcla de PCR o directamente a la muestra clinica
(de esta forma se verificarfa si la extraccién de ADN a
partir de la muestra se llev a cabo correctamente). La
longitud del templado del control interno debe ser mayor
a la longitud del templado de ADN blanco para asegurar
que la competencia de la reaccién tienda mds hacia el
ultimo (27).

Control positivo 6 externo: no permite verificar la
reaccién individualmente ya que la reaccién se da en un
tubo diferente; no revela la ineficiencia en la extraccién
de ADN o ARN.

Control negativo: se puede utilizar otro organismo
no relacionado con el organismo en estudio, o también se
puede utilizar agua o buffer en lugar de ADN templete.
Este control puede ser utilizado a la vez como control
ambiental (28,29).

Tipos de deteccién

1. Cualitativa: presencia de secuencia blanco en la
muestra.

2. Cuantitativa:

- Absoluta: cantidad moléculas en valor absoluto.

*  Curva estdndar.

- Relativa: relacién entre la expresion del gen blanco y
un gen de referencia.

*  Se requiere hallar el AACT (ACT del gen blanco y
ACT del gen de referencia)(30).

*  Meétodo PFaffl.

Cuantificacién absoluta

En la cuantificacién absoluta se realiza la comparacion
con amplificados de los cuales se conoce el nimero absoluto
de moléculas iniciales a cuantificar (estdndares), se amplifican
en una misma reaccién con la muestras de interés, pero en

tubos diferentes. La curva estindar utiliza diluciones seriadas



BODAS DE PLATA DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) - PAGS: 65 - 75 / 104

Log

AAAA

Ciclos

Figura 6. Curva estdndar para cuantificacién absoluta.

(minimo 5) de estdndares de concentraciones conocidas; el
nimero de moléculas es calculado como una extrapolacion
a partir de una curva generada por los estindares. Este
método asume que todos los estdndares y las muestras
tienen aproximadamente igual eficiencia de amplificacién.
Se obtiene el valor absoluto como nimero de copias, células,

pg/pl, etc., Figura 6 (17,30,31).

Cuantificacién relativa

Permite cuantificar las diferencias en la expresién del
gen blanco relativo a la expresién del gen normalizador
(30). La cuantificacién relativa es util y sencilla para

analizar la expresion entre genes (31,32).

ACTyianco {control-muesira) )'M Tolanco {muestra - control)

- (Eblanco
( E[ef)'é‘”:ol (muestra - control)

Expresion Relativa = (Ebla”W)
( Eref} ACTf (control-muestra)

Método de Ct comparativo (Método AACT)
El método de CT comparativo, también llamado el
método de AACT, es similar al método de la curva estdndar
relativa, excepto que este usa las férmulas aritméticas
para lograr un resultado para la cuantificacién relativa.
Es posible eliminar el uso de curvas estindar y usar el
método de AACT, pero las eficacias de PCR entre el
blanco (s) y control (s) (endégeno) deben ser relativamente
equivalentes (16). La ventaja de este método es que
no exige curvas estdndar para cada pozo de reaccién,
permitiendo el ahorro de reactivos y es ttil cuando hay

un numero alto de blancos y/o de muestras (33).
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Normalizadores

Los normalizadores son un grupo de genes que se expresan
en todas las células del organismo y codifican para proteinas
que son esenciales para el funcionamiento general de las
células; pueden ser expresados en diferentes condiciones
experimentales incluyendo diferentes tejidos o tipo de células.
Su expresion no debe ser muy diferente del gen blanco y
la estabilidad y tamafo debe ser parecido a los genes de
interés. Los datos de la expresién de genes normalizadores
son utilizados para corregir la variacién muestra-muestra y
compensar el error experimental (28,29).

Recientes estudios muestran que la expresiéon de
muchos genes, que son usados como normalizadores en
experimentos en PCRrt, pueden ser influenciados por la
actividad metabélica, por la fase de crecimiento y por las
condiciones experimentales. Por lo cual la normalizacién
con un unico gen “Housekeeping” puede falsear los
resultados. Recientes estudios proponen el uso de dos o
mds genes normalizadores (16).

Genes que se han estudiado durante crecimiento
in vitro y bajo diferentes condiciones para determinar
cuales pueden ser utilizados como normalizadores para
la expresién de genes bacterianos son:

Gen 168 rRNA: (1500pb) parte esencial del complejo
ribosomal. La concentracién celular de ribosomas es
proporcional a la sintesis de proteina total y de la actividad
metabdlica celular. Por lo cual es un buen marcador
del contenido ribosomal, cuyos transcriptos tienen una
estabilidad excepcional, ya que el 90% de todos ellos,
durante la fase logaritmica, tienen una vida media de 5
minutos y estabilidad hasta por 3 horas (34,35,36).

Gen gmk: (2937 pb), codifica una enzima (guanilato
kinasa) esencial para la sintesis de guanosina. Es un
componente del metabolismo celular bien conocido,
que puede variar considerablemente bajo diferentes
condiciones (35,37,38).

Gen #pi: (3373 pb), representa un gen Houeskeeping
vital, su producto (triosefosfato isomerasa) es esencial durante
la glicolisis. Las secuencias que codifica este gen tanto en
eucariotas como en procariotas son altamente conservadas
entre especies filogenéticamente distintas (39,40).

Gen dfbr: (3309pb) su producto, la dihidrofolato
reductasa esencial para la sintesis del 4cido flico; es clave
en el camino del tetrahidrofolato y esencial en la biosintesis
de las purinas, timidilato y varios aminodcidos (35).
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Gen hsp-60: estd involucrado en el plegamiento y
ensamblaje de proteinas y en la reactivacién de proteinas
denaturadas (35).

Gen fabD: codifica para una proteina presente en todas
las bacterias, la malonil CoA-ACP transacetilasa (MCAT).
Esta enzima, esencial para la biosintesis de dcidos grasos
(sustrato para la elongacion durante la sintesis de dcidos
grasos) y por tanto importante en la sintesis de los dcidos
micélicos (35).

Entre otros normalizadores estdn el gen glyA, gyrA,
pyk, recE rho, rpoD, rrsC (41-43).

Como normalizadores para la expresién de genes
humanos se han usado:

rRNA ribosomal 28S: es uno de los mds usados, que
ha mostrado la mayor estabilidad en una gran variedad de
tejidos. No es tan conservado en diferentes especies; puede
permanecer intacto en caso de degradacién, constituye
mis del 50% del RNA total y su expresion se afecta por
procesos celulares y drogas (44).

Actina: uno de los mayores componentes de los
microfilamentos del citoplasma en eucariotas, tiene
diferentes papeles en funciones celulares, principalmente
en estructura y morfologia celular. Su expresién se
ha visto alterada en tejidos en diferentes estados de
desarrollo, diferentes cultivos de tejidos, bajo la infeccidn
de patégenos. En general no se recomienda su uso en
condiciones que afecten la morfologia celular (44).

GAPDH: (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) es
una enzima multifuncional involucrada en metabolismo
celular. Al ser un gen de bajo niimero de copias tiene
una baja frecuencia de isoformas o pseudogenes lo
que disminuye la posibilidad de reaccién cruzada. Su
expresion se ha visto alterada en hipoxia, lineas celulares
cancerigenas, en ontogenia y pancreatitis aguda (25).

Ciclofilina: tiene funcién en la catdlisis del doblamiento
de proteinas por rotacién del enlace peptidico en los
enlaces de serinas, actiia como chaperona en el trifico
de proteinas asi como en la degradacién nucleolitica del
genoma. Su expresion se ha visto alterada en diferentes
etapas de desarrollo y bajo ciertos tipos de estrés como
choque térmico, infeccién viral, y en exposicién ante el
acido salicilico (45).

EF-10:: (Elongation Factor 1a) es una proteina ubiquita

que une los tARN a los ribosomas durante la sintesis de
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proteinas. Al ser parte del sistema de traduccidn, su expresién
se puede ver afectada en tejidos de rdpido crecimiento y
desarrollo como meristemos vegetales. Se ve afectada también
en situaciones que alteran el crecimiento y desarrollo celular

como muerte y envejecimiento celular (45-47).
Algunas aplicaciones

Evaluaciéon de la expresién génica

Para la evaluacién de la expresién génica mediante los
métodos cldsicos se requiere de una gran cantidad de ARN
mensajero que es dificil de obtener cuando el nimero de
muestras es limitado o cuando el material biolégico es una
poblacién de diferentes tipos (25). Esta técnica ha sido
usada para la cuantificacién de ARN de diversas células
como es el caso de la expresién génica de los ovocitos.
Los estudios sobre la oogenesis son escasos, dado que
la diferenciacién se lleva a cabo en estadios fetales, por
lo que son inaccesibles a la manipulacién experimental,
y la cantidad de material biolégico disponible para
su analisis es escaso, Por lo tanto esta técnica abre las
posibilidades para ser utilizada en el andlisis molecular
de células obtenidas de cultivos biolégicos o mediante

microdiseccién con ldser (48).

Diagnéstico microbiolégico en alimentos

El diagnéstico automatizado de patdgenos en
alimentos, continua siendo una necesidad para la industria
y la salud publica, debido a esto la PCR se convirtié en una
herramienta poderosa para el diagnostico microbioldgico,
pero debe cumplir dptimamente muchos criterios analiticos,
alta probabilidad de deteccién, baja contaminacién y
protocolos cémodos para la aplicacién y la interpretacion.
La segunda generacién de la PCR, es decir en tiempo real,
tiene la precisién y el potencial para la detecciéon en un solo
paso; ademds la cuantificacion del patégeno no se basa en
un punto final sino en un incremento exponencial de la
cantidad de ADN inicial (49).

La PCRtr esta siendo implementada para detectar
microorganismos patégenos en alimentos, en muestras
ambientales y en muestras clinicas. El diagndstico
molecular de salmonelosis no tifoidea, cada vez se pone
mas en auge, debido a la alta incidencia de intoxicacién

alimentaria asociada con la contaminacién de alimentos
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de origen animal como huevos y la carne de pollo (49,50).
La PCRtr es una herramienta fiable y rdpida para el
monitoreo de las muestras alimenticias a lo largo de la
cadena de produccién ya que en tan solo 24 horas se
detectan células en suspension de 103UFC/ml con una
probabilidad del 70% o 104UFC/ml con una probabilidad
del 100% (50,51, 52).

La bacteria Clostridium botulinum, es la responsable
del botulismo, enfermedad neuroparalitica. Siete tipos de
toxinas antigénicas han sido identificadas (A-G) BoNT
(neurotoxina botulinica) tipo A, B E y raramente F son
las responsables de botulismo humano (53). Esta bacteria
puede contaminar alimentos mal enlatados o almacenados
en recipientes abiertos o inapropiados. Los métodos
microbiolégicos estindar toman s6lo en consideracién
la deteccién de C. botulinums; el bioensayo en ratones es
el método universal, altamente sensible, pero costoso y
con problemas éticos ya que requiere gran cantidad de
animales. La deteccién de genes de BoNT por PCRtr
es mds sensible y una alternativa mas rdpida que los

bioensayos (53, 54).

Diagnostico microbiolégico clinico

El descubrimiento temprano y el tratamiento adecuado
para la infeccién bacteriana tienen un gran impacto ya que
en la mayoria de las infecciones se tratan empiricamente
con antibidticos de amplio espectro debido al tiempo
que se requiere, de 24 a 48 h para el procesamiento
microbiolégico de rutina (55).

Actualmente en pacientes en cuidado critico, que
requieren la deteccién temprana de ADN bacteriano en el
torrente circulatorio, es posible analizar las muestras clinicas
como sangre (56), plasma (57), fluido cerebroespinal (58,
59) y otros especimenes mediante PCRtr (59,60). En
contraste con estos nuevos acercamientos de diagnéstico,
los cultivos de sangre requieren mds tiempo y a menudo
brindan resultados falsos negativos, debido a baja
sensibilidad (61).

La PCRutr, se ha usado para la identificacién de
mutaciones puntuales asociadas con resistencias a
fdrmacos antimicrobianos (62). En s6lo una hora se puede
determinar la presencia en heces de Enterococos resistentes
avancomicina (18), facilitando el control de la transmisién

de este patdgeno. También se ha empleado en la deteccion

de mutaciones asociadas con resistencias a meticilina
(31, 63) en S. aureus, a rifampicina y a isoniacida en
Mycobacterium tuberculosis (18), y de mutaciones asociadas
con resistencia a agentes antiviricos, como la lamivudina
en VHB (41).

Existe gran variedad de enfermedades ocasionadas por
microorganismos que requieren diagnostico temprano.
Dentro de estas, la neumonia adquirida en la comunidad
o nosocomial causada por la Legionella pneumophila,
que se caracteriza por su crecimiento lento, por requerir
medios de cultivo selectivos y periodos prolongados de
incubacién. Para su diagnostico se usa generalmente
métodos seroldgicos, sin embargo la deteccién de IgG e
IgM no permite el diagnostico temprano. Se ha probado
la deteccién de antigeno urinario y las amplificaciones de
4cido nucleico en muestras respiratorias (64). La PCRer
ofrece ventajas como alta sensibilidad, obtencién rapida de
resultados y el potencial de detectar infecciones causadas
por varios serogrupos de Legionella pneumophila y no
-pneumophila (65,66).

Chlamydophila pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae
son agentes etiolégicos de neumonia. C. pneumoniae causa
del 9-15% de los casos de neumoniay el M. pneumoniae del
7-22% (67, 68). La incidencia mds alta de Chlamydophila
pneumoniaey Mycoplasma pneumoniae es en ninos de edad
escolar, entre 5 a 14 afos de edad.

Los agentes causales de infecciones respiratorias son
dificiles de distinguir. La PCRtr duplex o multiplex ha
sido una gran herramienta para el diagnostico acertado
en estas enfermedades, diferenciando en un mismo
tubo agentes etiolégicos diferentes como en el caso de
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pnewmoniae y
Legionella pneumophila (69,70)

Otra aplicacién en investigacién bésica con células
bacterianas, ha sido la cuantificacién de ARN vy la
valuacién de su expresién. Este es el caso del estudio
de transcriptos del gen mecA en Staphylococcus aureus
meticilin resistente, en donde se correlaciona la presencia
del gen, con su expresion y el efecto de sus genes represores
e inductores sobre esta (62). A manera de cierre, la
PCRtr continuari evolucionando, al ser una herramienta
versatil, que permite su uso en gran cantidad de dreas de

investigacién bdsica y aplicada.
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