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Técnicas moleculares

Ensayo
Introduccioén}

Las técnicas de biologia molecular sirven para analizar acidos nucleicos y para
detectar, e identificar tanto microorganismos, como diferentes genotipos dentro de
una misma especie y genes de resistencia al tratamiento farmacolégico. Todas estas
técnicas necesitan un paso previo de extraccién de ADN o ARN. Una vez extraido debe
purificarse de forma adecuada para evitar la presencia en la muestra de inhibidores o
sustancias que contaminen y que impidan la correcta realizacion de la técnica

posterior.

La extraccidon del ADN es el paso mas crucial en todo el proceso relacionado con la
biologia molecular. Se suelen utilizar kits comercializados que incluyen el protocolo
especifico para la extraccion. Los métodos de extraccién de ADN se caracterizan por
la lisis de la célula, la inactivacion de las enzimas nucleasas celulares y la separacion
de los acidos nucleicos de los demas restos celulares. Pueden ser de diferentes tipos:
rotura mecanica (trituracion, lisis hipotdnica), por tratamiento quimico (detergentes,

agentes caotrépicos, reduccién con tioles) o por digestion enzimatica (proteinasa K).

Con los avances en la biologia molecular se han desarrollado multiples equipos que
realizan la extraccion de ADN de la muestra de forma totalmente automatizada en un
corto periodo de tiempo, lo cual supone una gran ventaja en este primer paso del

proceso.



Desarrollo

Las muestras clinicas se preparan mediante un reactivo que rompe el virus y libera su

ADN, al cual se le denomina ADN diana o blanco. Posteriormente se realizan los

siguientes pasos:

1. Hibridar una sonda de ARN con el ADN diana. El ADN diana se une con

sondas de ARN especifica formandose hibridos ARN: ADN.
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2. Captura de hibridos. Los hibridos ARN: ADN son capturados en una fase

solida recubierta con anticuerpos de captura que son especificos para los

hibridos ARN:ADN.

3. Amplificacion de la sefial. Los hibridos ARN:ADN

P capturados son detectados por multiples anticuerpos
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conjugados con fosfatasa alcalina, una enzima que al actuar
forma un anién emisor de luz. La sefial resultante puede ser amplificada al

menos 3,000 veces. El resultado se lee e interpreta en un luminémetro.
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3. Amplificacion de la sefial. Los hibridos ARN:ADN capturados son detectados
por multiples anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina, una enzima
que al actuar forma un anion emisor de luz. La sefial resultante puede ser
amplificada al menos 3,000 veces. El resultado se lee e interpreta en un

[umindmetro.
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una técnica
de biologia molecular que en pocas horas permite la produccién de millones de copias
a partir de una cantidad minima de ADN o ARN extraida de una muestra. Estas copias
permiten identificar y cuantificar el tipo de ADN o ARN presente en la muestra y

asociarlo con un organismo o individuo.

LOS PASOS EN LA PCR

La PCR esta disefiada segun el principio natural de replicacién del ADN. Es un proceso

de tres pasos, designado como un ciclo, que se repite un numero especifico de veces.



Un ciclo de PCR consiste en los siguientes Pasos:

1. Desnaturalizacion
2. Alineacion
3. Extension

Este proceso tiene lugar en un termociclador, un instrumento que automaticamente
controla y alterna las temperaturas durante periodos programados de tiempo para el

numero apropiado de ciclos de PCR (generalmente entre 30 y 40 ciclos).

Paso 12 PCR: Desnaturalizacion por calor: El calor (generalmente > 90°C) separa la

doble hebra de ADN en dos filamentos, esto se conoce como “desnaturalizacion".
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Ciclo PCR - Paso 192: Desnaturalizacidon por calor

Paso 22 PCR: Alineacion — union de la sonda a la secuencia diana: El objetivo no es
replicar la hebra entera de ADN sino replicar una secuencia especifica de
aproximadamente 100-600 pares de bases que es Unica en un organismo.

Los iniciadores o “primers” son secuencias sintéticas cortas (de 20 a 30 bases) que se
unen a cada una de las dos hebras simples del ADN desnaturalizado. La alineacion
generalmente ocurre entre 40°Cy 65°C, dependiendo de la longitud y la secuencia de
bases de los iniciadores. El control preciso de la temperatura y el adecuado disefio de

los iniciadores permite que éstos se unan a la secuencia diana con alta especificidad.



Ciclo PCR - Paso 22: Un par de iniciadores se unen a la secuencia diana.

Paso 32 PCR: Extension: Una vez que los iniciadores se han unido a las secuencias
complementarias de ADN, la temperatura se eleva aproximadamente a 72°C y una
enzima, la taq polimerasa, comienza a unir los nucledtidos que faltan para sintetizar
la region marcada por los iniciadores y producir dos nuevas hélice de ADN de doble

hebra, ambas idénticas al original.
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Ciclo PCR - Paso 32: Una polimerasa de ADN incorpora los nucledtidos necesarios para

la extensién de la cadena complementaria de ADN.

Este ciclo se repite numerosas veces. Al final de cada ciclo cada una de las secuencias
de ADN recién sintetizadas sirve como patron para el siguiente ciclo, por lo que
después de 30 ciclos se han creado millones de copias del ADN original. El resultado

es la acumulacion de productos especificos de la PCR.

La deteccion de los productos amplificados puede realizarse mediante: la

electroforesis de los productos en un gel de agarosa, un formato de inmunoensayo



utilizando una deteccién colorimétrica basada en una sonda o la tecnologia de

emision de fluorescencia, entre otros.

PCR MULTIPLEX

La PCR Multipex consiste en realizar simultdneamente en una sola reaccion la
deteccién, mediante PCR, de varias distintas secuencias de ADN. Esto se logra
poniendo en la mezcla los iniciadores o “primers” para todas las distintas secuencias
gue se quieren detectar, después la deteccion de los productos de la PCR se disefia
para poder distinguir cual de las moléculas blanco se amplificé. Esto pude hacerse
mediante electroforesis, si cada uno de los distintos productos tiene un tamafio
distinto o mediante una deteccidén con sondas especificas para cada uno de las
secuencias blanco. También se puede realizar mediante PCR en tiempo real, se utiliza
un fluoréforo distinto para cada sonda y asi identificar el producto especifico

amplificado

SONDAS MLPA
Esta metodologia sirve para detectar eliminaciones o amplificaciones de la secuencia
a estudiar en el genoma del paciente. Se puede utilizar en el diagndéstico de sindromes

genéticos causadas por microdeleciones o aneuploidias.

Consiste en primero hibridar dos sondas a la secuencia blanco, luego estas dos sondas
son unidas una a la otra con el uso de la enzima ligasa, la nueva molécula generada
tras ligar las dos sondas es amplificada mediante PCR y luego detectada mediante
electroforesis. Si la secuencia blanco esta ausente en el genoma del paciente la
sondas no pueden ser ligada una con la otra pues solo pueden ligarse si primero
hibridaron con la secuencia blanco y consecuentemente no pueden ser amplificadas

por PCR, de esta forma se hace evidente la delecion.



Ademas, la intensidad de la banda detectada en la electroforesis, es proporcional a |a
cantidad de ADN blanco en la muestra de manera que con esta técnica no solo se
detectan deleciones sino también amplificaciones, pudiendo detectar sindromes
como los causados por trisomias, cuando se tiene tres copias de un cromosoma en

lugar de dos.

HIBRIDACION REVERSA
La hibridaciéon es la union complementaria de acidos nucléicos (ADN o ARN). Las
técnicas de hibridacidén se utilizan a menudo para detectar una molécula diana (la que

nos interesa conocer) partiendo de una sonda complementaria a ella.

En las técnicas de hibridacion se parte de dos poblaciones de acidos nucleicos: un
conjunto homogéneo de acidos nucleicos de secuencia conocida que actla como
sonda y otro conjunto heterogéneo de acidos nucleicos de secuencia desconocida

donde queremos detectar la secuencia diana.

La hibridacion puede producirse en medio liquido o sobre un soporte sélido, como
nitrocelulosa o un microchip de cristal, al que se encuentra unida una de las dos
poblaciones de acidos nucleicos. En la hibridacién reversa es la sonda la que se

encuentra unida al soporte.

En términos generales el proceso es el siguiente:

1. EI ADN se desnaturaliza, la hélice de doble cadena del ADN blanco o diana
es separada mediante un proceso fisico (calor) o quimico (con una base
fuerte, como la sosa caustica). Esto rompe los enlaces por puente de

hidrogeno que mantienen unidas las dos hebras del ADN.



2. Las hebras de cadenas simples (o desnaturalizadas) se mezclan con una
muestra de cadenas simples de secuencia conocida (sonda) que se

encuentra unida a un soporte sélido (como nitrocelulosa).

3. La muestra combinada se enfria lentamente, las moléculas sencillas se van
emparejando por las zonas complementarias y se va formando una nueva
molécula hibridada. Durante la hibridacién se produce la unién de las

moléculas diana con las moléculas sonda.

4. El ADN blanco o diana estd marcado con una molécula (biotina) que al
unirse a la sonda produce una reaccion quimica. Esta reaccion produce un
color caracteristico y este color es sefial de que el ADN diana o blanco

corresponde al microorganismo o gen buscado.

ADN aishdo
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SECUENCIACION POR TERMINACION DE LA SINTESIS CON DIDEOXINUCLEOTIDOS
(SANGER)

La secuenciacion de ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioguimicas cuya
finalidad es determinar el orden de los nucledtidos (A, C, G y T) que forman una
cadena especifica de ADN. La secuencia de ADN constituye la informacién genética

heredable de un ser vivo.

El proceso de secuenciacién mas utilizado consiste en los siguientes pasos:

1. Se preparan una mezcla que contiene cada uno de las nucledtidos (A,C,G y
T), una enzima que une estos nucledtidos (ADN polimerasa), un iniciador o
“primer”, que es una cadena pequefia de nucledtidos a partir de la cual la
enzima comienza la sintesis de las nuevas moléculas y terminadores de Ia
reaccion (nucledtidos modificados llamados nucledtidos dideoxi, los cuales
estan marcados con moléculas fluorescentes diferentes para cada uno de

los nucledtidos).

2. Se agrega el ADN desnaturalizado (separado en cadenas simples), que nos
interesa conocer, en la mezcla de reaccidon para que la ADN polimerasa lo
utilice como molde y empiece a unir nucledtidos, produciendo asi una serie

de fragmentos de ADN de diferente longitud marcadas fluorescentemente.

4. Los fragmentos de ADN sintetizados y marcados son separados por tamafo
mediante electroforesis en un capilar con poliacrilamida. La electroforesis
es una técnica para la separacion de moléculas segin la movilidad de estas
en un campo eléctrico. Esta movilidad depende del peso de la molécula. El
tamafio de las moléculas se diferencia solamente por un nucleétido, y estas

son detectadas por un laser, dependiendo del nucledtido incorporado se



detecta una emision de luz a una longitud de onda diferente segun el
fluoréforo unido al nucledtido.

5. La aparicion de una sefial de luz en una posicion concreta del histograma
nos indica que en ese punto de la secuencia del ADN estd la base
correspondiente al nucledtido marcado seguin la emision de luz detectada

para el fluoréforo unido al mismo.

Las técnicas de biologia molecular se deben realizar en muestras de ADN totalmente
puros, para obtener resultados correctos, evitando tanto falsos positivos como
negativos. Los métodos de purificacion del ADN pueden basarse en diferentes
acciones: extraccion/precipitacion, ultrafiltracion, cromatografia, centrifugacion vy
separacion por afinidad. El uso de un tipo u otro dependerd de la muestra obtenida,
la cantidad de esta, el tipo de acido nucleico y la técnica posterior con la que se va a

trabajar

Extraccion/precipitacion: tiene lugar un primer paso en el que se extraen
contaminantes como fenol y cloroformo de la muestra de acidos nucleicos extraidos,
y un segundo paso en el que se precipitan los acidos nucleicos con isopropanol o
etanol. Es un método laboriosoy que utiliza productos téxicos. El fenol y el cloroformo
actuan como inhibidores de la reaccién de la PCR, por lo que si se utiliza este método
es necesario eliminar restos de estos productos para que la posterior reaccion de PCR

sea correcta.

o Ultrafiltracion: se utiliza una membrana que actua de filtro sobre la que se
coloca la muestra de acidos nucleicos extraidos y se somete a centrifugacion.

De esta forma, los acidos nucleicos libres de sustancias contaminantes quedan



retenidos en la membrana y posteriormente se recuperan afiadiendo agua o
un tampon especifico.

Ultracentrifugacion: por diferencia de densidad se separan las particulas, las
mas densas sedimentany las menos densas flotan. Para favorecer este proceso
se lleva a cabo la centrifugacion.

Cromatografia: se utiliza una matriz con poros hidrofilicos que dejara pasar las
moléculas mas pequefias. Las moléculas grandes quedaran eluidas en el
volumen vacio por orden decreciente.

Electroforesis: se basa en la separacién de los acidos nucleicos mediante gel de
poliacrilamida. Las moléculas mas pequefias se moveran a mayor velocidad y
las mas grandes mas despacio. Cuando las moléculas de ADN son muy grandes,
se usan geles de agarosa. En funcién del tamafio de las moléculas, se pueden

usar diferentes concentraciones de agarosa o poliacrilamida en el gel.



Conclusion

Las técnicas de diagndstico molecular representan una alternativa prometedora en el
campo de lo alimentos, debido a su rapidez, elevada sensibilidad y eficiencia para la
deteccién temprana de microorganismos patégenos. La PCR destaca como el método
de diagndstico molecular mas aplicado en el area de alimentos. Las variaciones de PR
han sumado ventajas a esta técnica, entre las que destacan mayor velocidad en la
obtencion de resultados. Los equipos y reactivos resultan mds costosos que aquellos
empleados en los métodos tradicionales de cultivo. La estandarizacion vy
normalizacion de estos métodos son un requisito indispensable para lograr la

aplicacién practica y rutinaria de estas técnicas.
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