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«naturaleza») es una publicacién cuatrimestral de divulgacién cientifica
la cual forma parte de las publicaciones periddicas de la Universidad Juarez
Autonoma de Tabasco; aqui se exhiben topicos sobre la situacion de nuestros
recursos naturales, ademas de avances o resultados de las lineas de investigacion
dentro de las ciencias biologicas, agropecuarias y ambientales principalmente.

El objetivo fundamental de la revista es transmitir conocimientos con la
aspiracion de lograr su mas amplia presencia dentro de la propia comunidad
universitaria y fuera de ella, pretendiendo igualmente, una vinculacion con la
sociedad. Se publican trabajos de autores nacionales o extranjeros en espanol,
con un breve resumen en inglés, asi como también imagenes caricaturescas.
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Editorial

Estimados lectores:

numero de Kuxulkab’ para este ano; muestra de que seguimos trabajando y reforzando

esfuerzos para mantener nuestra presencia. Para este numero, se cuenta con cuatro
aportaciones donde, veremos laimportancia de todos aquellos trabajos deinvestigacién y académicos.
Queremos senalar la presencia de una aportacién proveniente de la Divisién Académica de Ciencias
Agropecuarias (DACA), campus universitario de nuestra UJAT; a quien de manera continua le
brindamos una fraterna bienvenida.

@/ﬁseando se encuentren bien, en esta oportunidad nos dirigimos para presentar el segundo

En exposicion a la forma de trabajo en la revista, proporcionamos una sinopsis de las aportaciones
que conforman esta publicacion:

«Estado del relicto de selva del «Cerro de las Flores», Sierra de Huimanguillo, Tabasco, México»;
escrito donde se menciona que dicha zona es un fragmento de vegetacién arbérea y punto de
continuidad entre dos corre%ores biolégicos; sennalando la importancia de crear una franja de
amortiguamiento que permita su conservacion.

«Biocontrol de pardsitos de rumiantes con hongos», aportacion donde se manifiesta la forma en
gue los hongos ]Troducen dano a los parasitos, y esto podria utilizarse para el control integrado
e paréasitos en la ganaderia, particularmente en rumiantes.

«Historia y aplicaciones de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en el diagnéstico clinico»;
participaciéon donde los autores, describen conceptos, utilizacién asi como las ventajas y
desventajas de utilizar la PCR como herramienta de apoyo en el diagnoéstico de enfermedades
como de apoyo en la identificacién de organismos (micro y macro).

«Claves dicotomicas: herramientas bdsicas para la identificaciéon biolégica»; texto donde se
exponen las caracteristicas basicas para la elaboracion y utilizacién de una clave, cuya utilidad
es la identificacién de una especie o taxén especifico.

Como siempre, la consolidacién de este numero es un esfuerzo en conjunto con autores, evaluadores,
editores asociados y demas miembros del comité editorial de esta revista. Agradecemos, a cada uno
de ellos, su apoyo y entusiasmo de colaborar en la divulgacién de la ciencia con estandares de
calidad emanados por esta casa de estudios. Esperamos vernos pronto.

Arture @WM&/@ Meora Fernands %a{rg% Qaere&[@

DIRECTOR DE LA DACBIOL-UJAT EDITOR EJECUTIVO DE KUXULKAB'
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Resumen

El descubrimiento de la estructura del ADN fue un evento que
dio la pauta para el desarrollo de una nueva era de la biologia
molecular y de la invencion de la técnica reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) por Kary Mullis, en la década de los 80.
La PCR, se basa en el uso de la molécula del ADN para obtener
miles de copias del ADN en cuestion. Se caracteriza por su
alta sensibilidad, reproducibilidad y por obtener resultados
en poco tiempo. Por ello, en la actualidad es utilizada de
forma cotidiana en muchos campos del conocimiento de las
ciencias biolégicas, en la biomedicina, la investigacion clinica,
entre otras. En el presente articulo se recogen algunas de las
aplicaciones mas relevantes de la PCR en distintas areas..

Palabras clave: PCR en tiempo real; Primers; Biologia
molecular; Taq polimerasa.

Abstract

The discovery of the DNA structure was an event that set the
stage for the development of a new era in molecular biology
and the invention of the Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique by Kary Mullis, in the decade of the 80s. The PCR
is based on the use of the DNA molecule to obtain thousands
of copies of the DNA in question. It is characterized by its high
sensitivity, reproducibility and for obtaining results in a very
short period of time. For this reason, it is currently used on
a daily basis in many knowledge fields of biological sciences,
biomedicine and clinical research, among others. In this article
some of the most relevant applications of PCR in different
areas are presented.

Keywords: Real-time PCR; Primers; Molecular biology; Taq
polymerase.
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| Historia y aplicaciones de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en el diagnéstico clinico |

n hecho historico en la ciencia, suscitado en 1953, es probablemente
(Z/Lel descubrimiento de la estructura de doble hélice del dcido
desoxirribonucleico (ADN), descrito por James Watson, Francis Crick, Rosalind
Franklin y otros investigadores quienes abrieron la puerta a un mundo
desconocido de la biologia. Conocer sobre la estructura del ADN permitio
entender la funcion de esta importante molécula bioldgica, la cual contiene la
informacion para fabricar las proteinas y rige los mecanismos hereditarios v los
procesos evolutivos.

El modelo de doble hélice no solo fue indispensable para determinar el
mecanismo por el cual se replica el ADN; también dio la pauta para el desarrollo
de una nueva era que permitio sentar las bases de la biologia molecular
moderna; desde entonces se han desarrollado numerosos métodos cuyos
protocolos estdn basados en el estudio del dcido desoxirribonucleico (ADN). La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), es uno de los
métodos mdas ampliamente utilizados, se basa en el uso de la molécula del ADN
para obtener miles de copias de material genético, su desarrollo es atribuido a
Kary Mullis en la década de los 80 y su primera aplicacion se registrd en 1985
(Tamay, Ibarra & Velasquillo, 2013; Ishino & Ishino, 2014).

La culminacién de los trabajos de Kary Mullis, tom6 como base los hallazgos
realizados por otros destacados cientificos; el primero de ellos fue el de Har
Gobind Khorana, bidlogo molecular indo estadounidense, quien demostrd que
los nucledtidos de los acidos nucleicos, encargados de llevar el cadigo genético
del organismo, controlan la sintesis de proteinas de la célula; trabajo por el
cual recibio el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1968; quien ademads,
en 1972 anuncid la construccion del primer gen artificial y logré que este
funcionara en una célula viva, acontecimiento que demostrd la posibilidad
de sintetizar fragmentos cortos de ADN. El segundo gran hallazgo fue el del
bioquimico y bidlogo molecular, Kjell Klepe, quien utilizd dos cebadores o
"primers" (pequenos fragmentos de ADN que sirven como punto de partida
para la polimerasa) que le permitieron replicar y amplificar un fragmento de
ADN (Kleppe, Ohtsuka, Kleppe, Molineux & Khorana,1971).

La trascendencia de los trabajos de Mullis consistio en conjuntar y perfeccionar
lo demostrado por Har Gobind Khorana vy Kjell Klepe, concibiendo una
nueva estrategia. Al exponer la molécula de ADN a altas temperaturas, sus
dos cadenas complementarias se separaban en dos hebras. Al anadir los
ladrillos fundamentales del ADN (nucleétidos), y con la ayuda de la enzima
ADN polimerasa, cada cadena servia de molde para generar una cadena
complementaria y sintetizar nuevo ADN a partir de la molécula original. Asi
podia tener millones de copias en muy poco tiempo (Hongbao, Young, Yucui,
Yan & Huaijie, 2016).

La version de la técnica propuesta inicialmente por Mullis, aunque efectiva,
era poco eficaz, pues la ADN polimerasa utilizada provenia de la bacteria
Escherichia coli’, 1a cual se degradaba durante la etapa de desnaturalizacion
debido a las altas temperaturas, por lo que se debia anadir mds enzima en
cada ciclo, perdiendo eficiencia. Esto fue solucionado con el empleo de ADN
polimerasas termoestables, extraidas de microorganismos termofilos, como la
Taq polimerasa procedente de ‘Thermus aquaticus'

Padron et al. (2022). Kuxulkab’, 28(61): 23-32

«La palabra gen
fue acuiiada

en 1909 por el
botdnico danés
Wilhelm Johannsen
a partir de una
palabra griega que
significa 'generar’,
refiriéndose a la
unidad fisica y
funcional de la
herencia biolégica?.
Forma la base de
la herencia (los
caracteres que

se transmiten de
padres a hijos);
cada célula viva
contiene un
complemento total
de los genes tipicos
de la especie2»

Todo Diagnéstico (2019)

2Lawrence (2008, p. 278)
(2014, p. 256)

https://doi.org/10.19136/kuxulkab.a28n61.4593
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(2022). Pixabay.com | [IMGMIDI]
https://pixabay.com/es/photos/mol%c3%adcula-de-adn-bi

Por esta invencion, de gran valor en biotecnologia y como
herramienta de investigacion cientifica y forense, en 1993
recibio el Premio Japon y el Premio Nobel de Quimica.

Actualmente, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
es una herramienta tecnoldgica innovadora, utilizada en
diferentes dreas de la biologia v de la salud, que utiliza la
poderosa enzima ADN polimerasa para replicar una hebra
de ADN Jjn vitroy producir millones de copias en poco tiempo;
de tal manera que partiendo de cantidades pequenas
de ADN se pueden sintetizar un nimero considerable de
copias exactas para analizar con diferentes fines. La PCR
se ha convertido en un meétodo rutinario primordial en la
mayoria de los laboratorios biolégicos para la deteccion
de agentes infecciosos, determinacion de cargas virales,
estudios de mutaciones y polimorfismos genéticos, entre
otros; permitiendo establecer diagndsticos, pronosticos
y tratamientos certeros vy especificos (Corvalan, 1997,
Salazar, Sandoval & Armendadriz, 2013).

Técnicamente ;qué es la PCR?

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
es una reaccion enzimatica relativamente simple, que puede
copiar segmentos dirigidos a una secuencia especifica del
acido desoxirribonucleico (ADN) hasta mil millones de veces,
en un proceso llamado amplificacion a través del uso de dos
oligonucledtidos sintéticos (cebadores o "primers") y una
serie de ciclos de temperatura.

https://doi.org/10.19136/kuxulkab.a28n61.4593

| Historia y aplicaciones de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en el diagndstico clinico |

Durante cada ciclo de amplificacion, la cantidad del ADN
objetivo se duplica tedricamente, lo que resulta en un
aumento exponencial en la cantidad de ADN. Por lo tanto,
25 ciclos deben resultar en la amplificacion por 225; sin
embargo, en la prdctica solo se obtiene un aumento de
106 copias de la secuencia objetivo. Esto se debe a que la
amplificacion esta limitada por la cantidad de los reactivos,
la presencia de inhibidores o las altas cantidades de ADN
que pueden pegarse entre siy no con los primers.

Los productos de PCR se visualizan tipicamente por
electroforesis en un gel de agarosa, y el tamano estimado
se compara con los estdndares de ADN de tamano
conocido (Marcador de peso molecular o "/adder") que se
coloca en el mismo gel (Maier, Pepper & Gerba, 2009). De
acuerdo con Madigan, Martinko, Dunlap & Clark (2009), la
PCR puede resumirse de la siguiente manera:
1) Se sintetizan dos oligonucledtidos ("primers") que
flanquearan el ADN objetivo en un sintetizador de
oligonucledtidos y se afaden en exceso al ADN molde ya
desnaturalizado por calor.

2) A medida que se enfria la muestra, la mayoria de
las moléculas de los "primers" se uniran al ADN molde,
siendo pocas las cadenas molde que se apareen entre si.

3) La ADN polimerasa agregard los nucleétidos en la
region indicada por los "primers" usando el ADN original
como molde.
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COMPONENTES DE LA PCR CICLOS DE LA PCR 4) Tras un periodo de incubacion

TEITNEVITEY : : adecuado, el tubo con la mezcla

(' s & \ aess se calienta de nuevo para separar

; ’ | las cadenas. Después la mezcla se

il TITINVSTETY o= enfria para permitir la hibridacion

| R _— de los "primers" con las regiones

o’ S | ¢ vemsuoacon complementarias del ADN recién

. IJ '.| ¥ YITNNSYNRY sintetizado, y se repite todo el
S S T R U - <AL proceso (figura 1).

TAG [BUFFER} _/

La fortaleza de la PCR reside en, que

e las copias resultantes del primer ciclo,

% LLLLLMAL M actGan como moldes para el ciclo

‘/f — siguiente, de modo que cada ciclo

~ duplica la cantidad del ADN objetivo

% Frsilwweddgmein e original. En la prdctica se realizan

entre 20 v 30 ciclos, lo que produce
Figura 1. Esquema de los componentes y el funcionamiento de la Reaccion en Cadena de un incremento en la secuencia

la Polimerasa o PCR (Todo Diagndstico, 2019). objetivo de entre 106 y 109 copias

Esta técnica fue automatizada con
la introduccion de los llamados
termocicladores, que ejecutan cada
ciclo en solo 5 minutos y permiten
obtener grandes cantidades de
amplificaciones en unas pocas horas
(Madigan et al,, 2009).

Como cada especie tiene secuencias
de ADN dnicas, es posible utilizar
"primers" de PCR que identifiquen
especificamente agentes infecciosos
como microorganismos bacterianos,
virales,  fangicos vy  pardsitos.
Asi, la presencia de miultiples
microorganismos se puede probar en
una muestra clinica v los resultados
se pueden obtener generalmente en
pocas horas (Lopez-Fabal, Gémez-
Garceés, Lopez, & Ruiz, 2018).

Revista de divulgacién cientifica de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas; Universidad Judrez Autonoma de Tabasco
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A partir de la aparicion de la PCR
se han desarrollado diferentes
variantes de la técnica original, como

i . , 5 , _ la PCR en tiempo real, considerada la
Figura 2. Diagrama resumido de la deteccion del virus SARS-CoV-2 (Villalobo, 2020). La

imagen se genero con licencia académica «Biorender», que prohibe expresamente el uso variante mqs sofisticada, por .utll!zar
comercial de la misma. fluorescencia  para  monitorizar

la amplificacion del fragmento
simultdneamente en lo que se
produce la reaccion, lo que permite
cuantificar la cantidad inicial v final
del ADN.

DOI:
https://doi.org/10.19136/kuxulkab.a28n61.4593
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En la PCR en tiempo real, la medicion de datos puede
realizarse en cada ciclo, cuando la cantidad del producto
de la reaccion en cadena de la polimerasa es directamente
proporcional a la cantidad de dacido nucleico molde; a
diferencia de la prueba convencional donde la deteccion y
la cantidad de producto de PCR acumulado se hace hasta al
final de los ciclos (de la prueba).

De esta forma, la PCR en tiempo real es altamente sensible
y especifica, reduce el tiempo de ejecucion de la prueba, no
requiere de manipulacion posterior y reduce la probabilidad
de contaminaciones cruzadas (Perera & Acevedo, 2018).
Ademads, los resultados son presentados en tiempo real
en la computadora v la cuantificacion es posible gracias a
las tecnologias de fluorescencia y deteccion continua, sin
manipulacion posterior (Espy citado por Lam, Manchego,
Rivera, Sandoval & Ramirez, 2011; Aguilera, Ruiz, Rocha,
Pineda & Chanez, 2014).

El desarrollo de nuevos sistemas automatizados para la
purificacion de los dcidos nucleicos permite combinarlos
con la PCR en tiempo real y brinda la posibilidad de realizar
una amplia gama de ensayos moleculares para identificar
y cuantificar microorganismos patégenos de interés clinico.
La sencillez del método, la rapidez, el menor riesgo de
contaminacién y su enorme proyeccion, ha ocasionado que
los laboratorios remplacen el uso de la reaccion en cadena
de la polimerasa convencional por la PCR en Tiempo Real
en mdaltiples aplicaciones microbiologicas (Aguilera et al.,
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2014). Sin embargo, también existen otras variantes,
segln el objetivo v los requisitos que se tenga; las mas
habituales son:
v'PCR anidada: variante de la PCR convencional que
comprende dos rondas de amplificacion con distintos
pares de "primers" en cada una, con el fin de incrementar
la sensibilidad y la especificidad de la deteccion.

v'PCR in situ: se marca una hebra sencilla de dcido
ribonucleico (ARN) o ADN denominada sonda y se permite
que se empareje con su secuencia complementaria en el
ARN o el ADN presente en una muestra de tejido o de
cromosomas. La sonda estd marcada con una sustancia
trazadora quimica o radiactiva, por lo que su union puede
ser visualizada.

v'PCR miltiple: lo que se persigue es amplificar
simultdneamente en un Gnico tubo distintas secuencias
especificas, lo cual necesariamente implica que los
reactivos mezclados vy el programa utilizado sean
suficientes y adecuados para permitir la deteccion de
cada diana y no inhibir la de las demds.

v'RT-PCR: dos procesos: transcripcion inversa a
partir de dcido ribonucleico (ARN) que sintetiza
ADN complementario (ADNc), con el cual se realiza
posteriormente la(s) PCR(s) correspondiente(s). De
esta forma se pueden amplificar genes que estaban
expresados en el momento del estudio (Jiménez, Fuentes,
Sabanza, Lépez, Miguel, Ciprian, 2021).
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El aprovechamiento de la PCR como herramienta
Actualmente la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
es utilizada como una prueba de rutina en diferentes
campos del conocimiento por ser una tecnologia muy
completa, potente v de gran utilidad en la investigacion
basica y aplicada. Por ejemplo, en el drea de la botanica
es utilizada para el diagnéstico de patogenos virales en
plantas y semillas, como el virus del mosaico del pepino
(Sanchez, Villegas-Estrada & Valencia-Jiménez, 2020);
en la determinacion de relaciones filogeneéticas y niveles
de variacion de aislamientos del ‘Potato virus X' (PVX) en
tejidos foliares de plantas de 'Solanum tuberosum'(Garcia,
Gutiérrez & Marin, 2016); y en el andlisis de la diversidad
genetica de las poblaciones de amaranto (Ruiz, Legaria,
Sahagin & De la O, 2018).

En la zoologia el uso de la PCR se ha documentado en
estudios de variacion genética de cerdos domeésticos
colombianos (Meléndez, Pardo & Cavadia, 2015) y en
ecologia molecular fue aplicada para la deteccion de la
expresion de genes o de la presencia del ARN mensajero
(ARNm) especifico y su relacion con los impactos de los
diferentes componentes fisicos y biologicos del ambiente
(Falcon & Valera, 2007). Asimismo, la secuenciacion por
PCR de un fragmento del gen mitocondrial citocromo c
oxidasa | (COI) utilizando "primers" universales (dirigidos
a regiones conservadas evolutivamente) se utiliza como
<codigo de barras> para identificar las diferentes especies
de animales como la tortuga cabezona 'Carettta caretta
(Lancheros-Piliego & Hernandez, 2013).

1

En biologia molecular, la PCR permite realizar mutagenesis
dirigida mediante la introduccion de cambios en los
"primers" (Zardoya, 2019). Por otra parte, la microbiologia
como una disciplina con diferentes ramas de estudio, ha
reconocido desde la antigliedad a los microorganismos
como importantes actores en dreas como la medicina y
la salud publica, en ecologia y aplicaciones industriales
(Arenas, Pereira, Oliveira, Pinto, Lopes, Gomes, Carracedo
& Amorim, 2017).

Deteccion de enfermedades por PCR

En el caso de brotes epidémicos, se ha demostrado
la gran valia de las pruebas de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para la deteccion rapida de los
microorganismos a nivel de genero y especie; como el
caso de la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR), que se ha utilizado
como herramienta para identificar y rastrear las cadenas
de transmision individual del virus de la Influenza A vy la
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subtipificacion de los virus H1, H3 vy virus pandémicos
H1N1 2009, permitiendo evaluar la dinamica del virus en
el Reino Unido (Baillie, Galiano, Agapow, Myers, Chiam, Gall,
Palser, Watson, Hedge, Underwood, Platt, McLean, Pebody,
Rambaut, Green, Daniels, Pybus, Kellam & Zambon, 2012).
Inclusive, a partir de muestras clinicas y utilizando técnicas
moleculares basadas en PCR es posible la cuantificacion en
etapa temprana de distintas cepas y serotipos del virus del
dengue (Santiago, Vergne, Quiles, Cosme, VVazquez, Meding,
Medina, Colon, Margolis & Munoz-Jordan, 2013).

En la actualidad, la variante de la técnica de PCR que utiliza
ARN (RT-PCR), se utiliza en todo el mundo para la deteccion
del virus del SARS-CoV/-2, causante del sindrome respiratorio
agudo en humanos, COVID-19; el cual es responsable de la
pandemia mas reciente que afecta a la poblacion (Vasquez,
Guadron, Cruz & Cuadra, 2021); en la figura 2 se expresa en
resumen la deteccion del virus SARS-CoV/-2:
De la muestra respiratoria se extrae ARN y se purifica; a
continuacion, el ARN se convierte en ADN de cadena simple
mediante retrotranscripcion (RT); ese ADN se utiliza en la
reaccion de PCR en Tiempo real (qPCR) que genera miles
de millones de copias de los genes seleccionados. En el
proceso seincorporaacadamoléculade ADNuncompuesto
fluorescente, distinto para cada uno de los tres genes; el
equipo llamado termociclador, mide la fluorescencia y
manda los datos a un ordenador (computadora); si los
niveles de fluorescencia estan por encima del umbral
predeterminado se evidencia la amplificacion del ADN.
El resultado es positivo si la fluorescencia medida de los
tres genes informadores (e, N y RpRd) esta por encima del
umbral; es negativo si las fluorescencias estan por debajo
del umbral (Vlillalobo, 2020).
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Otros diagnasticos clinicos basados en pruebas PCR son
la deteccion de protozoarios causantes de enfermedades
como la leishmaniasis (o leishmaniosis) en la que a
traves de la evaluacion del gen que codifica la proteina
de choque térmico, 20kDa, es posible la identificacion de
especies de 'Leishmania de diverso origen geografico,
como también su aplicacion a la epidemiologia molecular
en dreas endémicas de este patogeno (Montalvo, Fraga,
Rodriguez, Blanco, Llanos-Cuentas, Garcia, Valencia,
Muskus, Van der Auwera & Requena, 2014).

Ademads de esta, existen numerosas enfermedades
tropicales donde la deteccion de pardsitos intestinales
se basa en esta misma técnica. Ejemplos de esto es la
deteccion de ‘Entamoeba histolytica'y su diferenciacion
de otras especies del mismo género; de la malaria usando
PCR mudltiplex en situaciones de parasitemia (presencia
de pardsitos) e infecciones mixtas; para el diagndstico
por kDNA vy la secuencia repetida de ADN satélite,
ambos protocolos de PCR que detectan a tripanosomas
causantes de la enfermedad de Chagas (también
llamada tripanosomiasis americana) y tripanosomiasis
africana (Martin-Rabadadn, Martinez-Ruiz, Cuadros &
Canavate, 2010).

Tradicionalmente laidentificacion de agentes bacterianos
de importancia clinica se realiza a través de técnicas de
inmunoensayos, pero los estudios han demostrado que
el uso de pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) permite la obtencion de resultados en tiempos mas
cortos que los métodos antigenicos o de cultivo, debido
a que algunos patogenos identificados como causantes
de neumonias atipicas, entre ellos 'Chlamydophila
pneumoniae’, ‘Mycoplasma pneumoniae' vy ‘Legionella
sp, son bacterias dificiles de aislar en cultivos y con
requerimientos especiales para su crecimiento; junto
con ‘Streptococcus pneumonie' y micobacterias (Espy,
Uhl, Sloan, Buckwalter, Jones, Vetter, Yao, Wengenack,
Rosenblatt, Cockerill Il & Smith, 2006).

Por otro lado, la deteccion temprana de patogenos
causante de bacteriemias en humanos, como E. coli,
Salmonella' y otras enterobacterias, 'Pseudomonas
aureoginosa, estafilococos, enterococosy ‘Acinetobacter
baumannii' se han realizado por PCR miiltiple, a través
de la cual se consigue detectar de forma simultanea
y en un Unico tubo diferentes secuencias diana con la
identificacion paralela de distintos genes de interés
(Antikainen, Kantele, Pakkanen, Lddveri, Riutta, Vaara &
Kirveskari, 2013; Arabestani, Fazzeli & Nasr, 2014).
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Ventajas y desventajas del uso de la PCR

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha tenido un gran impacto sobre muchas dreas
de la biologia vy en el diagnostico e investigacion
epidemiologica de las enfermedades infecciosas. La
capacidad de este método para amplificar en minutos
secuencias de ADN microbiano lo han convertido en
una poderosa herramienta molecular (Ranjbar, Karami,
Farshad, Giammanco & Mammina, 2014).

El diagnostico a través de PCR presenta cierto grado de
complejidad; requiere personal entrenado y preparado
para su correcta realizacion y su ejecucion brinda las
siguientes ventajas y desventajas:

Ventajas
v'Alta especificidad: puede diferenciar entre dos
microorganismos muy cercanos evolutivamente.

v'Alta sensibilidad: puede detectar cantidades de 20
copias/ml (incluso menos) de material genéetico viral.

v'Precoz: es capaz de detectar el virus en las primeras
fases respiratorias.

v'Puede detectar una simple copia de un transcripto
especifico.

v'Puede revelar diferencias de expresion menores al
23 por ciento (%).

v'Requiere menos cantidad de ARN.

v'Se obtienen resultados en tiempos mds cortos
comparados con los métodos tradicionales.

v'Tiene una gran cantidad de variantes que permiten
alcanzar objetivos especificos.

Desventajas
v'Requiere equipamiento vy reactivos muy costosos.

v'Dependiendo del objetivo, una PCR Punto Final
podria no ser suficiente, por lo que se requeriria
usar variantes mas especificas, lo cual conlleva
el acompanamiento de otros procesos o de mads
reactivos.

v'Debido a su alta sensibilidad, se necesita
un correcto diseno experimental y técnicas de
normalizacion para obtener conclusiones precisas
(Gail, 2020).

Conclusion

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ha significado una revolucion en el andlisis
genético, evolutivo y en el diagnastico clinico molecular.
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Desde su aparicion, se ha diversificado permitiendo
inclusive la cuantificacion de virus de acido ribonucleico
(ARN), lo cual fue esencial en el diagnostico rapido v
efectivo del SARS CoV-2.

Por otra parte, el avance tecnologico ha permitido el
desarrollo de equipos mds eficientes y sofisticados que a
la vez con la disminucion de costos facilitan la aplicacion
de las diferentes variantes de la PCR en los procesos
rutinarios en laboratorios clinicos y de investigacion.

Conociendo el riesgo que suponen las enfermedades
emergentes en el presente y en el futuro, y el riesgo que
supone para la poblacién humana, contar con la técnica
de PCR, seguird siendo un aspecto importante y primordial
para la identificacion rdpida y certera de patogenos
emergentes.
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