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Objetivos

Al final de esta sección Ud. podrá :
1. Explicar por qué la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una

nueva y valiosa herramienta para el diagnóstico molecular en el laboratorio
clin ico.

2. Describir los componentes moleculares del DNA.
3. Explicar la teoría de la PCR y cómo se relaciona tanto al diagnóstico con DNA

como con RNA.
4. Explicar el proceso de PCR , incluyendo la preparación de los reactivos ,

preparación de la muestra , amp lificac ión y detección.
5. Explicar algunas apl icaciones del PCR mediante el uso de analizadores de

DNA.
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¿ Por qué el diagnóstico por PCR?
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• PCR es una tecnolog ía patentada que genera múlt iples copias de una secuencia
específica de nucleótidos proveniente de un organ ismo .

• PCR proporc iona un mecanismo para detectar con alta especificidad
concentraciones extremadamente bajas del organ ismo objet ivo.

• Los reactivos de diagnóstico de PCR pueden proporcionar los resultados de una
prueba entre 1 y 3 días , cuando originalmente la detección de un organismo puede
llevar hasta ocho semanas.

• La tecno log ía PCR, publicada por primera vez en 1985 en la revista Science por Kary
B. Mullís, Ph.D. de la Corporación Cetus , ha sido recib ida como una de las
herram ientas más poderosas de la biología molecular. Este descubrimiento fue tan
revolucionario que Kary Mull ís compartió el Premio Nobel de Química 1993 por su
trabajo.

• Entre las muchas áreas de aplicación de PCR están: la arqueología, la med icina
forense, pruebas de paternidad , genét ica, investigación biológica y el diagnóstico
clínico.

• En el diagnóstico clínico, los científicos pueden tomar un especimen de material
genético que pese una trillonésima de gramo, copiar la secuenc ia gené tica una y otra
vez, y generar una muestra suficiente para detectar la presencia o ausencia de un
virus o bacteria específ icos , o de material genético mutado. Este proceso de
amplificación perm ite al laboratorista detectar la presencia y en algunos casos la
cant idad de un patógeno.

• Además , utilizando los analizadores de DNA se pueden conocer las secuencias
variables entre los dist intos aislados de patógenos , lo que en definitiva perm ite la
identificación de distintas cepas de patógenos.

¿ Qué es PCR y cómo trabaja?

PCR es una técni ca in vitro que imita la habilidad de un organismo para replicar el DNA.
A continuación se exponen los fundamentos sobre el DNA y el RNA que servirán de
base para la comprensión de PCR.

Introducc ión al DNA.
• La replicación natural de la información genética ocurre cada vez que una célula se

divide para formar dos nuevas células.
• El DNA de la célula original se replica y pasa a las dos nuevas célu las.
• Este DNA es el código para la elaboración de proteinas las cuales , a su vez, tienen

múltiples funciones como enzimas , mensajeros o transmisores, así como elementos
estructurales de las células.

• En el caso de los virus que están compuestos solamente por material génetico (DNA
o RNA) cubierto por prote ínas , se hospedan en células blanco y se aprovechan de la
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maquinaria celular para replicarse, es decir son "parásitos intracelulares", sin las
células no pueden replicarse.

• A continuación se hará una explicación de DNA doble hebra para mayor facilidad de
comprensión del fudamento del PCR.

Figura 1: La Doble Hélice de DNA.

DNA de Doble Hélice

El esqueleto del DNA: Azúcar y Fosfato.
• Los lados de la escalera son moléculas de azúcar y fosfato. Note que la molécula de

azúcar tiene la estructura de anillo de una pentosa , donde el carbono 3' tiene un
grupo hidro xilo y el carbono 5' es parte del grupo metilo . Estos carbonos 3' y 5' son
los lugares de unión de los grupos fosfato y forman el esqueleto de la molécula de
DNA.
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Figura 2: Deoxirribosa y Acido fosfórico.

Bases

Desoxiribosa y Acido Fosfórico

OH H
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• Los peldaños de la escalera están compues tos de 4 bases que se unen una a otra
en secuencias específicas .

• Estas bases son : adenina, guanina, timina y citosina.
• La aden ina y la guan ina se clas ifican como purinas. La timina y la citos ina se

clasifican como pirimidinas.

Nomenclatura de las bases del DNA.

Tabla 1: Nomenclatura de las Bases.

Nomenclatura Básica de DNA

Nomenclatura base DNA

Base Nuc leós ido Nucl eó t ido Abrev iac ión Estructura
Base an illo

Adenina (A) Adenosina Adenosina dAT P Purina
Trifosfato

Guanina (G) Guan idin a Guanidina dGTP Purina
Trifosfato

Timin a (T) Timidina Timidina dTIP Pir imi dina
Trifosfato

Citosina (C) Cisteína Ciste ína dCTP Pirimidina
Trifosfato
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La Secuencia Nucleotidica.
• La SECUENCIA se refiere al orden de los nucleótidos (bases).

5

Ejemplo: El orden de nucleótidos de GATC se conoce como secuencia.
Esta secuencia sólo se unirá con su complemento CTAG.

• Región Altamente Conservada: La secuencia específica de pares de bases
codifica para arreg los específicos de aminoácidos que colect ivamente son
representativos de cada organismo . Dentro del genoma de cada organismo hay
codificadas regiones altamente conservadas que son comunes para un tipo de
organ ismo y regiones variables que resultan en caracteres individuales . La selección
de una región altamente conservada del código genético específica del organismo __
objet ivo, permite lograr la alta especificidad de la metodología PCR. .

• El proceso de amplificación de esa secuencia específica permite una mayor
sens ibilidad de una prueba basada en PCR.

Figura 3: La Secuencia Nucleotldica.

La Secuencia Nucleotídica
Enlaces de Hidrógeno

Citosina (C)

Adenina (A)

Timina (T)

Guanina (G)

Desoxiribosa
(Molécula de azúcar)

~"'--- Guan ina (G)

Timina (T)

Adenina (A)

Citosina (C)

I

Acido Fosfórico
(Molécula de fosfato)

La Estructura de Escalera del DNA.
• Las moléculas de azúcar está n unidas covalentemente una a otra a través de grupos

fosfato.
• Las dos cadenas están orient adas en direcciones opuestas (son ant ipara lelas). Una

va en direcc ión 5' a 3' mientras que la otra va en dirección 3' a 5'. Las dos cadenas
son comp lementarias pero no idénticas.

• Las bases se unen a las moléculas de azúcar.
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• La base de una cadena se une a la base de otra cadena mediante puentes de
hidrógeno. La guan ina siempre se une a la citosina a través de tres puentes de
hidrógeno. La timina siempre se une a la adenina vía dos puentes de hidrógeno.

Figura 4: Orientac ión S' a 3'.

Orientación 5' a 3' de la
cadena Azúcar -Fosfato
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Figura 5: Unión de las bases, azúcares y grupos fosfato.
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Unión de las Bases,
Azúcar y los Grupos
Fosfátos.

Molécula
de Fosfato

s:

3'

T

Desoxiribosa
(Molécula de Azúcar)

3'

Enlaces de
Hidrógeno

Cadena Azúcar - Fosfato

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (peRl.

• La Reacción en Cadena de la Polimerasa se basa en el pr inc ipio natural de
replicación del DNA. La PCR es un proceso que consta de tres pasos , que se
denomina ciclo, que se repite un número determ inado de veces .

• Un ciclo de PCR cons iste de los sigu ientes pasos :
1. Desnaturalización
2. Unión (alineamiento)
3. Extensión

• Este proceso se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que
automáticamente controla y alterna las temperatur as durante periodos prog ramados
de tiempo para el número aprop iado de ciclos (usualmente 30-40 ciclos).

Paso 1 de la PCR: Desnaturalización o Denaturación por calor.
• La desnatura lizac ión por calor (usualmente ~ 90 "C) separa la dob le cadena de DNA

en dos cade nas sencillas .
• Dado que los enlaces de hidróg eno que unen a las bases son déb iles , se rompen a

altas temperatur as; mientras que los enlaces entre la deo xirribosa y los grupos
fosfa to , que son enlaces covalentes mucho más fuertes, permanecen intactos.

Paso 2 de la PCR : Alineación- Unión (Apaream iento) del Primer al Objetivo.
• La meta no es amplificar toda la cadena de DNA sino replicar una sec uencia objet ivo

de aproximadamente 100-600 pares de bases que son representativa de l organ ismo .
• Los primers delimitan la secuencia objetivo: Los primers son secuencias

sintét icas cortas de DNA de una sola cadena que cons isten de 20-30 bases y que
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tienen biotin ilado el extremo S'. Son especificas para la región objetivo del genoma
del organismo de interés. Se incluyen dos primers en la reacción de la PCR , cada
uno complementario de una de las cadenas de DNA que se produjeron durante la
desnaturalización. El com ienzo de la secuencia de interés se marca por los primers
que se unen a las secuencias complementarias , del imitando de esta forma la
secuencia de interés.

• Temperatura: Usua lmente , este proceso se lleva a cabo en tre 40 "C y 6S "C,
dependiendo de la longitud y de la secuencia de bases de los pr imers . Esto permite
la unión especifica de los pr imers a su cadena complementaria.

Paso 3 de la PCR: Extensión.
• Una vez que los primers se unieron a sus secuencias complementarias , se eleva la

temperatura a 72 oC y la enzima Taq polimerasa se usa para replicar las cadenas de
DNA. ,

• La polimerasa Taq comienza el proceso de síntesis en la reg ión marcada por los
primers . Sintetiza dos cadenas de DNA totalmente nuevas, ambas idénticas a la
cadena origínal de DNA, esto se logra facil itando la unión de los nucleótidos
complementarios que están libres en solución (dNTPs) .

• La extensión siempre comienza en el extremo 3' del primer haciendo dos
cadenas dobles a partir de dos cadenas sencillas . La polimerasa Taq sintetiza
exc lus ivamente en la dirección S' a 3'. Por lo tanto, los nucleótidos libres en solución
sólo son añad idos al ext remo 3' de los prime rs, construyendo la cadena
com plementar ia de la secuencia de DNA delimitada .

Fin del Primer Ciclo de la PCR.
• Al final de l primer ciclo de la PCR, hay ahora dos dob les cadenas de DNA idénticas a

la origina l, cada nueva cadena pro ducida se denomina AMPLlCON .
• Punto Final : La polimerasa no reconoce el final de la secuencia . Las cadenas recién

formadas tienen un principio, que es prec isamente definido por el extremo 5' del
primer, pero el extremo 3' no está definido con prec isión . A medida que el número de
ciclos aumenta , una cadena con una longitud más definida frecuentemente sirve
como mat riz para la secuencia nuevamente sintetizada. La cadena de DNA
sintetizada a part ir de tal matriz tiene una longitud más claramente definida, que es
del imitada a cada lado por el extremo 5' de cada uno de los dos pr imers .

• Después de unos cuan tos ciclos, las cadenas de DNA que corresponden a la
secuencia objetivo, se ' encuentran presentes en núm eros mayores que las
secuen cias de longitud variab le. Despué s de unos poco s ciclos , los fragm entos de
longitud variable representan sól o una pequeña fracc ión del total de copias de DNA.
En otras palabras . La secue ncia flanqueada por los primers es amplificada.

El Poder del PCR.
• Este ciclo de tres pasos (desnaturalización, alineamiento y extens ión) que tarda

aproximadamente 3 minutos puede ahora repetirse muchas veces. Conforme la PCR
continúa , se crean primero do s, luego cuatro, luego ocho copias . Este proceso de la
PCR tambi én es llamado AMPLlFICACION debido a que la sec uencia objet ivo es
cop iada una y otra vez con el objeto de hacer millones de copias .

• Las nuevas secuencias de DNA sirve n como matrices para la síntes is enz imática de
nuevas cadenas en el sigu iente ciclo de la reacción.
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• Teór icamente, cada nuevo ciclo duplica la cantidad del DNA objetivo; un ciclo
produce 2, luego 4, luego 8, luego 16, luego 32 resultando en el incremento
exponencial de la secuencia objetivo. Esta es la REACCiÓN EN CADENA del
método PCR. En teoría , 20 ciclos producen un millón de copias y 30 ciclos producen
mil millones de copias . Ahora ya hay suficiente material para proceder a la detección.

PCR a partir de RNA.
• El genoma de muchos virus de importancia clínica está compuesto de RNA en lugar

de DNA, los más sobresalientes son el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV),
el Virus de la Hepat itis C (HCV) y la familia de Enterovirus (EV).

• El RNA difiere del DNA en muchas características, las'más notables son:

Tabla 2: Diferencias entre RNA y DNA.

Diferencia entre RNA y DNA

Diferencia entre RNA y DNA

RNA DNA

Azúcar Ribosa Desoxiribosa

Ade nina (A) Aden ina (A)

Bases Citos ina (C) Citosina (C)

Urac ilo (U) Tim ina (T)

Guan ina (G) Gua nina (G)

N° de hebras Usua lmente simple Doble

Estable Calor No Si
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Figura 6: Estructuras de la Ribosa y de la Deoxirribosa.

Estructuras de la Ribosa y Desoxiribosa
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Ribosa Desoxiribosa

Transcripción Reversa- PCR (RT-PCR).
• En el caso de que el ácido nucleico de interés sea RNA (como es el caso de IPNV,

ISAV, IHNV, entre otros) es necesario hacer una transcripción reversa (RT) antes de
iniciar la amplificación por PCR. La transcripción reversa genera una copia de la
cadena de RNA , pero esta cop ia es DNA complementario (cONA) el cual es estable
al calor y puede resistir la metodolog ía PCR.

• La Transcriptasa Reversa es una enzima que posee la característica única de llevar
a cabo tanto la transcripción reversa del RNA a cONA y la amplificación del cONA.

• Los pasos de la RT-PCR son :

1. Transc ripc ión reversa-Paso 1: Unión del primer biot ini lado a la secuencia de RNA
objetivo .

2. Transcripción reversa-Paso 2: La Transcriptasa rever sa cataliza la extensión del
primer med iante la incorporació n de nucleót idos complementarios.

3. Fin de la transcripción reversa-Paso 3.
4. PCR-Paso 1: Desnaturalización o Oenaturación .
5. PCR-Paso 2: Alineación o Apareamiento
6. PCR-Paso 3: Extens ión .
7. Fin del Primer Ciclo de la PCR.
8. Fin del Segundo Ciclo de la PCR.
9. Amp lificación exponencial.
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Proceso de PCR.

El método de PCR consta de cuatro pasos :
1. Preparación del Reactivo (Pre-PCR)
2. Preparación de la Mues tra (Pre-PCR)
3. Amp lificación (Post-PCR)
4. Detección (Post-PCR)
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Prepar,ación del Reactivo (Pre-PCR).
• Master Mix (Mezcla Maestra) : es el reactivo primar io utilizado en PCR. Este

react ivo tiene los componentes necesarios que perm iten la ampl ificación específica
de la secue ncia objetivo:

1. Nucleótidos: Unidades'ind ividuales de dATP, dGTP, dUTP y dCTP.
2. Cofactor de la enzima : Mg -2 para la polimerasa Taq o Mn-2 para la Transcriptasa

reversa
3. Polimerasa Taq o Transcriptasa reversa : Enzima utilizada para la replicación del

DNA o RNA.
4. Buffers: Se usan para mantener el pH y la concentración de sales adecuados.
5. Partidores o Primers: Son pequeñas secuencias sintéticas de DNA de una sola

cadena que consisten de no más de 20 a 30 bases . Son complementarios a la
secuencia de DNAlRNA de interés.

Preparación de la Muestra.
Las muestras que se pueden usar son: tejido, sangre, ovas ,fluido ovár ico, seme n, etc
Las técnicas de prepa ración de la muestra variarán dependiendo del tipo de ácido
nucleico que se desea extraer o aislar.
Fundamentalmente la muestra debe ser lisada para liberar al patógeno, luego se deben
separar las prote ínas del ácido nucleico y finalmente se debe recuperar el DNA y/o RNA
y una vez extra ído de la muestra , se añade al tubo de reacción con la Mezcla Maest ra.

Con trol Interno

Con trol Interno (CI): Es una secuencia sintética no infecciosa de DNA o RNA que
contiene los mismos sitios de unión de los primers que el DNA o RNA objetivo del
organismo a ser detectado. Esta secuencia posee distinta longitud de la región
amplificada del ácido nucleico objet ivo, de modo de diferen ciarlo del producto esperado.
El CI se detecta conjuntamente con la muestra y actúa como un identificador de
inhibición de la reacc ión de PCR.

Amplificación

Una vez que se ha añadido el DNAlRNA extraido la muestra al tubo de reacción con la
Mezcla Maestra, se somete a la reacción de PCR (con Transcripción Reversa si fuese
necesario)dentro del termociclador .
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Detección
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Una vez que ha finalizado la reacc ión de PCR se debe visualizar si dentro el tubo de
reacción ocurrió la amp lificac ión del DNA/RNA de interés, los termocicladores
convencionales requieren un paso de visualización del producto amplificado o Post­
PCR que generalmente se utiliza sistemas de electroforesis en gel , que perm iten
visualizar el producto esperado.

APLICACIONES

Analizador de DNA ABIPrism 377

El diagnóstico de patógenos por PCR se puede llevar a cabo de distintas formas . La
más simple consiste en determinar cualitativamente la presencia el patógeno (tiene o no
tiene) . La cual se basa· en real izar la reacción de PCR y luego detectar el producto
mediante sistemas de electroforesis en gel (tal como se explicó en la sección anterior).
Sin embargo, cada día surgen nuevas combinaciones y/u optim izaciones que permiten
obtener mayores datos a part ir de un fragmento de PCR de interés.
El analizador de DNA ABIPrism 377 es un instrumento automático comb inado con
programas computacionales cuyo funcionamiento cons iste en una separación
electroforética de los productos de PCR, luego los poductos de PCR (que han sido
marcados con una marca fluorescente) son detectados espectralmen te. Finalmente
mediante programas computacionales se analizan los datos obten idos .
El instrumento posee dos software que permiten analizar los datos obte nidos . Uno de
ellos es "Sequencing Analysis" , el cual permite analizar la secuencia del produc to de
PCR obtenido (secuenciación). El otro softwa re es "Genescan Analys is" el cual permite
analizar el tamaño del producto obtenido (detección cual itativa) y la cantidad de
producto obten ido (detección cuantitativa). El equipo funciona del mismo modo para
ambos prog ramas . Este equ ipo de detecc ión automático , perm ite rescatar gran
información desde un producto de PCR, lo cual es de gran utilidad cuando se realizan
estud ios de variabilidad genética entre distintas cepas de un mismo patógeno, además
tiene la posibilidad de cuant ificar el producto obtenido , es decir perm ite determ inar no
sólo la presencia del patógeno sino que conocer la carga o cant idad del patóge no en
estudio. Esto es de gran utilidad cuando se quiere monitorear la efectividad de
prácticas sanitarias en el tiem po, ya que se puede seguir las variaciones y/o respuestas
del patógeno de interés.
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