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La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) ha sido la principal herramienta diagndstica
que ha aprovechado las bondades de la biologia molecular al punto de alcanzar gran
versatilidad como técnica de andlisis. a especificidad, el rendimiento y la fidelidad de la RCP
se encuentra directamente influenciada por los diferentes componentes que la integran
como la mezcla de reaccion, régimen de ciclaje y la ADN polimerasa; la técnica permite la
amplificacion selectiva de cualquier segmento de ADN, conocer las secuencias que lo
flanquean, obtener una secuencia de ADN concreta sin recurrir a la clonacion en un
organismo huésped. Sus aplicaciones son variables e ilimitadas, ejemplo de ello, es la
posibilidad de realizar estudios de expresion genética, secuenciacion directa de secuencias
amplificadas, deteccion de mutaciones, seguimiento de la efectividad de tratamiento de
enfermedades, diagndsticos de enfermedades genéticas e infecciosas y en ciencia forense
en la identificacion de restos bioldgicos, determinacion de paternidad y pruebas periciales
en criminalistica. La secuencia del ADN consiste en determinar el orden de las bases A, C,
G y T en un fragmento de ADN; este método fue descrito por Sanger en 1977, y permite
obtener la secuencia de un fragmento determinado de ADN, un gen o parte de este, y ser
empleado en la actualidad. Este método ha ido evolucionando con el tiempo y en la
actualidad se han implementado diferentes tipos de secuencias, destacandose la secuencia
paralela, masiva o de nueva generacion (NGS), que permite la exploracion de genomas
completos de humanos u otras especies; y la piro secuencia, con la cual es posible
determinar la secuencia de una molécula de ADN, identificando bases individuales, o
secuencias cortas de acidos nucleicos en posiciones determinadas. La hibridaciéon, es un
método que se basa en la unién de dos cadenas sencillas de acidos nucleicos que producen
estructuras de doble hebra, las cuales son hibridos de ADN, ARN-ARN o ADN- ARN. El
método de hibridacion se basa en el desarrollo de dos moléculas de &cidos nucleicos: una
homogénea de secuencia distinguida como sonda y la otra heterogénea de secuencia
desconocida, la cual contiene la secuencia diana que se quiere analizar. Los acidos
nucleicos de cadena sencilla, provienen de ADN clonado y fragmentado por enzimas de

restriccion, o de oligonucle6tidos sintéticos.



Epidemiologia molecular:

El diagnéstico molecular es un area dinAmica en constante desarrollo que ha revolucionado
el diagnéstico clinico, mostrando un impacto en las areas de salud, y obligado a la
implementacién de herramientas claves para el equipo clinico que generan un beneficio

directo para el paciente.

El principio de la epidemiologia molecular radica en el estudio de las enfermedades
infecciosas a través del empleo de técnicas moleculares que permitan el estudio del
genoma de bacterias, virus, viroides, hongos y parésitos, agentes etiolégicos de dichas

enfermedades.
Aplicaciones:

La epidemiologia molecular se emplea como método de diagndstico para diferentes

patologias, su principal aplicacion se encuentra en:
1. Métodos moleculares para tipificacion:

Se denomina tipificacion a la identificacion y caracterizacién de microorganismos patdgenos
que permite establecer la identidad de los microorganismos causantes de brotes
infecciosos, determinando la fuente de infeccién y sus posibles patrones de diseminacion;

asimismo establece la prevalencia del agente infeccioso en una poblacion.

La técnica de tipificacion a emplear dependera de los requerimientos y caracteristicas del
sistema analizado; sin embargo, cualquiera que sea el método de tipificacion, debe ser
evaluado previamente en cuanto a su capacidad para generar la informacion
epidemioldgica requerida. La tipificacion puede ser evaluada teniendo en cuenta los

siguientes criterios:
+ Deteccion, identificacion vy tipificacion de la totalidad de los aislados analizados.
+ Repetibilidad y reproducibilidad del método.

+ Estabilidad genética del marcador, neutral por las fuerzas evolutivas. Exclusion de

los diferentes grupos de individuos con probabilidades elevadas.



+ Capacidad del método para arrojar resultados similares a los obtenidos a través de

otras técnicas.

+ Efectividad entre los costos econdmicos generados por la aplicacién del método y

las ganancias obtenidas al lograr la prevencion y control de la enfermedad.
% Relacion entre los logros obtenidos a nivel econdémico, recursos y tiempo empleado.
2. Métodos moleculares fenotipicos y genotipicos:

Los métodos fenotipicos se basan en la determinacion de caracteristicas bioquimicas y/o
fisiologicas, constituyen la primera herramienta para la comparacion de microorganismos
que incluye la determinacion de actividades enzimaticas, la capacidad metabdlica y los
determinantes antigénicos o susceptibilidad a agentes bactericidas; sin embargo, con este
tipo de métodos no se pueden identificar genes, polimorfismo o mutaciones que determinen
la expresion de las caracteristicas visibles en medios de cultivos, pruebas bioquimicas y de

susceptibilidad.

Los métodos genotipicos estudian el genoma del microorganismo causal de la enfermedad
y posibilitan el analisis de caracteristicas de polimorfismo genético concurrente en los
agentes etioldgicos. Se basan en la localizacion del material genético del organismo, lo que
permite generar nuevos cambios en el patrén de expresion genética, y brinda alternativas

mas estables y reproducibles.
Dentro de las técnicas empleadas en genotipificacién se describen:
1. Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP).
2. Secuencia del genoma.
a. Secuenciacion NGS.
b. Pirosecuencia.
3. Hibridacion con sondas de ADN.
4. RAPD.
5. RFLP.

Cada técnica ha ofrecido una alternativa para la investigacion epidemioldgica; sin embargo,

también tienen aplicables limitadas.



1. Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)

Los métodos genotipicos amplifican regiones in vitro especificas de ADN al emplear
secuencias que delimitan la zona de amplificacion; a partir de una copia de la region a
amplificar se adquieren millones de copias que posibilitan su deteccion y reflejan la
presencia de la region de ADN en la muestra a analizar; para esta transformacién actdan
varias proteinas que cooperan en la sintesis de nuevas hebras de ADN a partir de otra que

funciona como molde.
2. Secuenciaciéon del genoma

Es una técnica que determina la secuencia completa de ADN en el genoma de una persona,;
consiste en determinar el orden de las bases Adenina, Citosina, Guanina y Timina en un
fragmento de ADN. Con esta técnica se logra obtener secuencias hasta 500 bases
aproximadamente, estas son ensambladas a un genoma de referencia que secuencia un
genoma completo. Este método ha cambiado la manera de entender la genética basandose
en la identificacion de las causas reales de la herencia, centrandose en estudios genéticos
de individuos con un fenotipo definido y enfermedades de herencia mendeliana producida
por genes conocidos; estas evallan el fenotipo y la secuencia del gen que puede estar

afectado y presentan una sensibilidad muy alta para detectar mutaciones.
a. Secuencia paralela, masiva o de nueva generacion (NGS)

La secuencia de acidos nucleicos permite establecer el orden de los nucleétidos presentes
en las moléculas de ADN o ARN a estudiar, razén por la cual, su uso ha aumentado en los
ultimos afios exponencialmente en investigaciones y laboratorios clinicos alrededor del
mundo; es asi como la NGS se ha implementado gracias a la posibilidad que brinda de
realizar secuencia masiva y paralela de millones de fragmentos del ADN y/o ARN presente
en la muestra, con el empleo de tecnologia de punta, a muy bajo costo y con un muy alto
rendimiento, por lo que se pudo amplificar un genoma completo en un solo dia. La NGStiene
alta aplicacion en estudios epidemioldgicos gracias a las ventajas ofrecidas por este tipo de
métodos como es el uso de genomas completos para establecimiento de relaciones
flogenéticas entre especies, identificacion de posibles recombinaciones y marcadores
epidemioldgicos que aportan a la identificacion de posibles mutaciones en una poblacion,
por ello, es considerada como una tecnologia revolucionaria en estudios epidemiologicos
aplicados a la ciencia basica, investigacion traslacional, diagndéstico clinico, agronomia,

ciencia forense y ciencia aplicada.



b. Pirosecuencia

Se caracteriza por la secuencia por sintesis de ADN con deteccién en tiempo real; esta
técnica es usada para la identificacion de bases individuales o secuencias cortas de acidos
nucleicos en posiciones predeterminadas, a través del uso de fosfato durante la
incorporacion de los nucleodtidos a la cadena de ADN, seguido de una serie de reacciones
enzimaticas. Es el Unico método de secuencia que se desarroll6 como alternativa a la
secuencia clasica de ADN; si se compara con otras técnicas molecular, la pirosecuencia es
simple, robusta, rapida, sensible, altamente cuantitativa y precisa, flexible, costo efectiva y
tiene la capacidad de automatizacion de la muestra; se ha empleado en estudios de analisis
de variaciones genéticas, estudios agronémicos que permiten el desarrollo de cebadores y
sondas especificas que aporten a programas de certificacion de la calidad de alimentos,
cambios en comunidades microbianas de diferentes ambientes, resolucion de casos en
ciencias forenses, microbiologia, asi como en la deteccion de mutaciones en patologias de

interés clinico.
3. Hibridacion de sondas de ADN

La hibridacion de sondas se conoce como el andlisis en muestras para detectar la presencia
de acidos nucleicos (ADN o ARN), realizando una combinacién anti paralela de estas con
una molécula de doble cadena. Sus técnicas se utilizan para detectar una molécula diana
partiendo de una sonda complementaria a ella. Muchas técnicas moleculares estan
basadas en la hibridacién como la RCP; estas se usan en el diagnéstico de enfermedades,
la identificaciébn de microorganismos patdégenos, estudio de perfiles de expresiéon génica,
localizacién de genes en cromosomas o de ARNm en tejidos in situ y en la comparacién de

especies patégenas.
4. RAPD (Polimorfismo amplificado aleatorio ADN)

También conocida como polimorfismo de producto amplificado al azar, es una técnica que
emplea marcadores moleculares para amplificacion por RCP de secuencias cortas de ADN
polimdrfico empleando un cebador de secuencia corta (10 a 12 pares de bases —pb). Al ser
una técnica basada en la RCP, necesita control sobre ciertos factores que pueden influir
directamente en el desempefio de la técnica como los dNTPs, TagDNA polimerasa,

temperatura de hibridacioén, tiempo de extension, ciclos y la integridad de la cadena molde.

5. RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion)



Se denomina también fragmentos de restriccion de longitud polimérfica, resultante de la
variacién de una secuencia de ADN reconocida por las enzimas de restriccion usadas
para cortar secuencias de ADN en lugares conocidos; son empleados principalmente
como marcadores en mapas genéticos. Es un método comunmente empleado por su
rapidez en la obtencién del resultado, bajo costo y especificidad; necesita ciertas
condiciones para su funcionamiento, consistentes en el uso de enzimas de restriccién
adecuadas, condiciones de optimizacion y amplificacion, y andlisis de los productos
amplificados (fragmentos de restriccion) a través de electroforesis principalmente en gel

de azarosa.

Las técnicas empleadas en la investigacién con fundamento molecular, han permitido un
avance significativo en la investigacion, y aportado principalmente al desarrollo
epidemiologia molecular como ciencia aplicada para el conocimiento de caracteristicas
genotipicas de comunidades bacterianas en diferentes ambientes como el ambiental,
veterinario y humano, y generado conocimiento sobre el comportamiento epidemioldgico y
los cambios que las poblaciones principalmente bacterianas han desarrollado como

mecanismo de defensa y/o adaptacion a sus condiciones de habitat.

Hoy el uso de técnicas moleculares como la NGS, pirosecuencia, RAPD y RFLP, permite
el estudio de un genoma completo o secuencias especificas de ADN de secuencias largas
o cortas con el fin de detectar y analizar secuencias de interés para la investigacion en las
ciencias agrondmicas, forenses, diagnéstico clinico e investigacién basica, traslacional y

aplicada.

Cada método presentado en esta revision, se caracteriza por la confiabilidad y rapidez en
la obtencion del resultado, robustez, especificidad, sensibilidad y flexibilidad, si se compara
con métodos fenotipicos, siendo este un aporte directo y accesible para el desarrollo de la

epidemiologia molecular.
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