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Al Alcance de Casi Cualquier Laboratorio para la Industria Alimentaria
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Qué se imagina usted
cuando escucha hablar de Biologia Mole-
cular? Parece un tema tan complicado que
solo pueden manejarlo cientificos muy espe-
cializados dentro de un laboratorio con alta
tecnologia. No obstante, la biologia molecu-
lar que se puede definir como “la disciplina
cientifica que busca comprender las bases moleculares de la
herencia, la variacion genética y los patrones de expresion
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de los genes” esta hoy al alcance de casi cualquier la-
boratorio, ya sea de diagndstico clinico o de analisis para la
industria alimentaria.

(Qué ha permitido esto?, ;cémo se ha llegado a “democra-
tizar” una disciplina tan compleja? Obviamente que detras
de esta maravilla hay afios y afios de investigacion cientifica
que, aplicada a la industria, nos permite utilizar herramientas
de la biologia molecular para propdsitos muy especificos.
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Dilucidar la estructura del ADN y cémo se replica

(Como empezo esta historia? La Bio-
logia Molecular comienza con la in-
vestigacion de los componentes mole-
culares de la célula. La piedra angular
es el descubrimiento de las moléculas
de ADN. El ADN, palabra que hoy se
usa en forma trivial para referirse al
constituyente intrinseco de algo o al-
guien, es justamente eso, la estructura
basica con la cual se construye el geno-
ma de todos los seres vivos (los virus
constituyen un capitulo aparte que va-
mos a excluir en este articulo para no
complicarnos mas de la cuenta).

Dilucidar la estructura del ADN
como una cadena de 2 hebras que
son complementarias entre si y la
manera en que se replica, es un hito
fundamental para entender como se

transmite la informacion genética de
una célula a otra al momento de re-
producirse. E1 ADN se replica dentro
del ntcleo de la célula, separa sus 2
hebras y se hace una “copia” de cada
una duplicandose. Asi, la nueva cé-
lula cuenta con la misma cantidad de
ADN vy por lo tanto la misma infor-
macion genética. Este proceso que
se repite cada vez que se replica una
célula se conoce como mitosis.

Para descifrar o “leer” el genoma, se
desarrollaron técnicas de secuencia-
cion inicialmente muy complejas y nu-
merosos experimentos para ver como
se traducia esa informacion en protei-
nas. Hoy en dia, se conoce el genoma
de casi todos los organismos vivos,
incluso el del ser humano cuyo ADN
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(mitosis), ha sido fundamental para que, con técnicas de secuenciacion, se haya
podido entender y “leer” el genoma de casi todos los organismos vivos, incluso el del ser humano.

contiene entre 20.000 y 25.000 genes.
La mayoria de la secuenciacion se
realizd en universidades y centros de
investigacion de los Estados Unidos,
Canada, Nueva Zelanda, Gran Bretafia
y Espafia. Debido a la amplia colabo-
racion internacional y los avances en la
tecnologia computacional, el genoma
completo fue presentado en abril del
2003, dos afios antes de lo esperado.
Esto es lo que se conoce como “Pro-
yecto Genoma Humano”.

(Por qué contar toda esta historia? Por-
que actualmente, derivada de esta aven-
tura, contamos con una tecnologia muy
poderosa que es el PCR en tiempo real.
Esta herramienta nos permite identifi-
car y diferenciar, dentro de muestras
simples o mezclas muy complejas, la



presencia de virus, hongos (levaduras)

y bacterias patégenas para hacer un
diagnostico rapido y fiable de la causa
de una enfermedad en los seres huma-
nos. Pero también se aplica a la indus-
tria alimentaria, donde ademas de los
patégenos que puede haber presentes
afectando la inocuidad de los alimentos,
podemos identificar y diferenciar las
distintas especies animales que contie-
ne un alimento o si contiene alérgenos
de origen vegetal o animal e incluso
si contiene organismos genéticamente
modificados (GMO). Todo lo que es ne-
cesario para cumplir con la legislacion
de cada pais en cuanto al etiquetado de
los alimentos.

El acréonimo PCR viene del inglés “Po-
lymerase Chain Reaction” o reaccion

de polimerasa en cadena en espafiol.
Esta tecnologia utiliza 2 conocimientos
fundamentales de la biologia molecu-
lar: la secuencia del genoma de cada
organismo y la capacidad del ADN de
replicarse en presencia de la enzima co-
nocida como polimerasa. Con el PCR
buscamos una corta secuencia de ADN
especifica del organismo que queremos
identificar. Se llama secuencia blanco o
target. Para ello utilizamos “partidores”
que son pequefios trozos de ADN que se
adhieren al inicio de nuestra secuencia
blanco en una hebra del ADN y al final
de ella en la hebra complementaria. Des-
de ahi, en presencia de la Polimerasa y
las 4 unidades basicas del ADN: adenina
(A), citosina (C), guanina (G) y timina
(T) comienza la replicaciéon en ambas
direcciones y el pedacito que buscamos
se duplica. Este ciclo se repite entre 30
y 40 veces para aumentar exponencial-
mente la cantidad de ADN. Hablamos de
un PCR en tiempo real porque a medida
que el ADN aumenta, lo visualizamos a
través de una sefial visible que emiten
las “sondas”. Estas también son peque-
flos trozos de ADN complementarios
a otra zona del ADN blanco que estan
marcadas con moléculas fluorescentes o
fluoréforos. El equipo donde se realiza
la reaccion es capaz de detectar la sefial
de las sondas y transformarlas en un gra-
fico que nos informa en todo momento
la presencia o ausencia del ADN blan-
co. También existen técnicas de PCR en
tiempo real multiples. Eso significa que,
utilizando distintos fluordforos, pode-
mos identificar en una misma muestra el
ADN de mas de un organismo. El PCR
en tiempo real puede ser cualitativo y/o
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El PCR en tiempo real permite identificar el ADN de patdgenos en alimentos, diferenciar las distintas especies animales que pueda
contener, si tiene alérgenos de origen vegetal o animal y hasta acusar la presencia de organismos genéticamente modificados (GMO).

cuantitativo, es decir sirve para identifi-
car, pero también para determinar la can-
tidad del organismo presente.

Para disefiar y producir un kit de PCR
en tiempo real, se necesitan anos de in-
vestigacion cientifica y experimentos
para validarlos y certificarlos. Lo mis-
mo para desarrollar equipos automati-
zados que simplifican la tarea y soft-
ware que nos permiten interpretar los
resultados en forma inmediata. Todo lo
anterior, hace posible contar hoy en dia
con una tecnologia que es altamente
sensible, especifica, rapida y confiable
en un laboratorio de diagnostico clini-
co o de analisis de alimentos.

(Pero como empezar? Para empezar,
debemos contar con un laboratorio que
tenga 3 areas separadas: un area para el
pretratamiento y la extraccion del ma-
terial genético de las muestras a anali-
zar; una segunda area limpia o libre de
ADN para preparar los tubos donde se
va a realizar la deteccion y una tercera
area donde estara el equipo o termoci-
clador en tiempo real.

Cada area debe contar con su propio
equipamiento para evitar la contami-
nacion y el flujo de trabajo debe ser
unidireccional; es decir desde el area 1
hacia la 3. El equipamiento es relativa-
mente simple: en la primera area nece-
sitamos una campana de flujo laminar,
centrifuga, vortex, incubador con agi-
tacion, ademas del material para el pre-
tratamiento de la muestra dependiendo
de la matriz de partida. En la segunda
area basta contar con un gabinete para
manipular los reactivos y un freezer a
-20°C para conservarlos. En la tercera
area estara el termociclador, un com-
putador para el analisis de los resul-
tados y una zona sucia para eliminar
el material amplificado. En cada area
vamos a necesitar micropipetas de dis-
tintas medidas, puntas estériles libres
de DNAsas y guantes libres de talco.

(Pero como elijo los reactivos y el
equipo? Esa es otra variable muy im-
portante porque hay distintas marcas de
reactivos; algunas mejores que otras.
Aqui mencionamos algunas caracte-
risticas que se deben tener en cuenta al
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momento de elegir. La robustez, sensi-
bilidad y especificidad de la técnica. El
tipo de “sondas” y de polimerasa que
utiliza. Si es cuantitativa se debe cono-
cer su limite de deteccion. Las certifi-
caciones con que cuenta. Y muy impor-
tante, los controles que utiliza.

En cuanto al equipo debemos fijarnos
en el nimero de canales que tiene, ya
que de ello depende si puedo realizar
PCR multiples. La facilidad de uso, la
tecnologia para manejar los cambios
de T° de la cual depende su rapidez,
el nmimero de muestras que se pueden
procesar simultaneamente, la cantidad
de insumos que utiliza. También si es
abierto, es decir si permite utilizar kits
de distintas marcas. Debemos evaluar
la calidad versus el precio y la funcio-
nalidad del equipo. Es como un auto:
hay que elegirlo a la medida de la ne-
cesidad de quien lo usa.

Y tal vez, lo mas importante de todo es
contar con un s6lido soporte postventa:
un buen servicio técnico para el equipo
y especialistas capaces de solucionar
dudas, que conozcan bien sus produc-
tos, que apoyen y aporten con su cono-
cimiento cientifico.

(Increible no? En sintesis, actualmente
podemos contar con el “state of art” de
la tecnologia en nuestro laboratorio de
analisis: Biologia Molecular Aplicada
en la técnica de PCR en tiempo real.

iEl futuro ya llego!

Angélica Araneda Juranovic, Bioquimica
angelica.araneda@ygeia.cl



