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La reaccion en cadena de la polimerasa (conocida como PCR por sus siglas en inglé€s, Polymerase
Chain Reaction) es un método de analisis de acidos nucleicos, desarrollado por Kary Mullis a
mediados de los afios 80, para producir grandes cantidades de un fragmento especifico de ADN de
secuencia y longitud definida a partir de una pequefia cantidad de material inicial.

La técnica permite amplificar selectivamente una molécula de ADN o ARN varios millones de
veces en pocas horas. Mediante la PCR podemos realizar la deteccion y analisis de secuencias
especificas de un gen sin necesidad de aislarlo previamente por técnicas de clonaciéon de ADN. Los
analisis pueden realizarse a partir de unas pocas c€lulas o de una minima cantidad de muestra
bioldgica sin la necesidad de aislar previamente grandes cantidades de acidos nucleicos.

La PCR ha revolucionado el campo del diagndstico molecular y se ha convertido en una técnica de
rutina en el ambito de la genética, la microbiologia y la biotecnologia.

Principios basicos de la PCR

La PCR se fundamenta en la amplificacion enzimatica de un fragmento de ADN flanqueado por dos
secuencias de oligonucledtidos que hibridan en la cadena complementaria de la molécula molde que
se va a amplificar (cebadores o “primers”) y que son utilizados por una ADN polimerasa
termoresistente (generalmente se emplea la de la bacteria termoéfila Thermus Aquaticus, capaz de
crecer a elevadas temperaturas) para copiar la secuencia de la misma.

La reaccion es un proceso que consta de 3 etapas (repetidas unas 30-35 veces): desnaturalizacion,
hibridacion de los cebadores y extension de los mismos.

Desnaturalizacion: Para que pueda iniciarse la reaccion es preciso que las moléculas de ADN
molde se encuentren en forma de cadena simple. Esto se consigue calentando a temperaturas de 90
a 95°C para que produzca la rotura de los enlaces puente de hidrégeno intercatenarios y la
separacion de ambas cadenas. Para asegurar la completa separacion de la doble cadena del ADN
esta temperatura debe mantenerse unos minutos. Si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste
tendera a renaturalizarse muy rapidamente dificultdndose una eficiente hibridacion de los primers y
la posterior extension de los mismos.

Hibridacion: Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye la temperatura de la reaccion
hasta un rango comprendido entre los 40 y los 60°C para que se pueda producir la hibridacion
especifica de los cebadores a las secuencias flanqueantes del fragmento que se desea amplificar.
Esta etapa se denomina también fase de “annealing” y la temperatura a la que se realiza debe
establecerse para cada reaccion en funcion de la longitud de los cebadores y su secuencia
(temperaturas inferiores a la ptima nos produciran hibridaciones inespecificas de los cebadores y
temperaturas superiores nos dificultaran la eficiencia de la misma).

Extension: Durante esta etapa la ADN polimerasa termoresistente incorpora nucleétidos en el
extremo 3' del cebador utilizando como molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada. La
temperatura a la que se realiza esta etapa de la reaccion suele ser de 72°C ya que es la temperatura a
la que la Taq polimerasa alcanza su maxima actividad. Normalmente una extension de 20 segundos
es suficiente para fragmentos menores de 500 pares de bases, y 40 segundos para fragmentos por
encima de 1.2Kb.




Al finalizar cada uno de los ciclos el niimero de copias obtenidas se duplica y después de 20 ciclos
ya tenemos aproximadamente 1 millén de copias de cada una de las moléculas molde iniciales de
ADN.

La técnica puede usarse para la amplificacion de moléculas de ARN si previamente se realiza una
copia de las mismas mediante la enzima transcriptasa reversa. De este modo podemos realizar
estudios sobre moléculas de ARNm o bien la podemos aplicar para la deteccién de virus ARN.

La eleccion de los cebadores y el tamafio del fragmento amplificado es de gran importancia para el
resultado final. En pruebas de diagndstico el tamaiio del fragmento amplificado no debe superar los
100-150 pares de bases de ADN si partimos de muestras que puedan haber sufrido una degradacién
de los 4acidos nucleicos y la eleccion de los cebadores debe realizarse para fragmentos especificos
de la diana que queramos amplificar para evitar falsos positivos.

Una vez realizada la amplificacion, se procede a la identificacion de la secuencia obtenida mediante
electroforesis, hibridacion con sondas complementarias o técnicas de analisis de polimorfismos.

El anélisis por PCR puede ser de dos tipos: cualitativo (deteccion de la presencia o ausencia de un

fragmento de ADN determinado) o cuantitativo (deteccion de la cantidad de un fragmento de ADN
determinado).

Analisis cualitativo de ADN mediante PCR

Este tipo de analisis se suele realizar cuando tan sélo es necesario conocer la presencia o ausencia
de alguna secuencia especifica de ADN o ARN, como por ejemplo la deteccion de la presencia de
un patégeno en una muestra. El analisis del producto amplificado suele realizarse mediante
electroforesis en gel o capilar y su visualizacion por tincion en bromuro de etidio o por deteccion
fluorescente si previamente hemos utilizado uno de los cebadores marcado con algun tipo de
fluorescencia.

En algunos analisis resulta necesario identificar la secuencia del producto amplificado y el producto
de la PCR debe ser sometido a un analisis especifico (secuenciacion, digestion con enzimas de
restriccion... etc.).

Analisis cuantitativo de ADN mediante PCR

La PCR convencional no es una técnica cuantitativa ya que la amplificacion exponencial del ADN
molde no se mantiene constante especialmente en los ultimos ciclos de la reaccién.

Para poder realizar estimas cuantitativas se han desarrollado técnicas de PCR en “tiempo real”
(PCR cuantitativa) en las que es posible determinar la fase exponencial de la amplificacion y poder
extrapolar de forma cuantitativa la cantidad de molde inicial que se esta amplificando.

La metodologia de PCR cuantitativa, facilita ademas la automatizacion y no suele requerir el
procesamiento ulterior del producto amplificado lo que reduce el riesgo de contaminacion.

En la actualidad, existen en el mercado varios equipos y protocolos para la realizacion de esta
técnica. Desde el punto de vista de la deteccion del producto amplificado en cada ciclo, existen tres
métodos principales de analisis de PCR cuantitativa basados en técnicas de fluorescencia y que se
diferencian en el tipo de deteccion de los productos de PCR. Estos métodos son: el que emplea una
sonda con doble marcado fluorescente (TagMan ®) especifica de la secuencia amplificada, los
basados en el uso de dos sondas que hibridan de forma adyacente en el fragmento que amplificamos
y, por ultimo, el que utiliza una sustancia intercalante que se une a la doble cadena de ADN
denominado SYBR Green I y produce emision de fluorescencia.

El método mas difundido, es el que emplea sondas TagMan ®. Este método se basa en la actividad
5’-exonucleasa de la Taq polimerasa y en la amplificacion mediante PCR de una determinada
secuencia diana en presencia de una sonda fluorescente especifica (sonda TagMan ®) que hibrida
con la secuencia diana que estamos amplificando. La sonda TagMan ®, de un tamafio aproximado
de 20-30 bases, tiene unido un fluorocromo en posicion 5’ y un segundo fluorocromo que actua por
interferencia con el primero como amortiguador de fluorescencia en posicion 3°. Ademas, esta




sonda esta fosforilada en 3’ para evitar su extension durante la reaccion de PCR. Si la secuencia
diana esta presente en la muestra, la sonda TagMan hibridard especificamente con ella, situdndose
entre los dos cebadores. Cuando se produce la etapa de extension en la reaccion de PCR, la
actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa degrada a la sonda TagMan liberando el
fluorocromo, que al quedar separado del amortiguador emitira una sefial que puede ser captada por
el sistema Optico del equipo. Este proceso de degradacion de la sonda tiene lugar en cada uno de los
ciclos y es directamente proporcional al nimero de moléculas que estan siendo extendidas en cada
uno de ellos que podemos visualizar por el incremento de la sefial de fluorescencia.

Ademas, la Taq polimerasa no digiere la sonda libre sino inicamente la hibridada, por lo que la
cantidad de seifial fluorescente emitida es proporcional a la cantidad de producto acumulado. La
medicion de la intensidad de fluorescencia se realiza de forma contintia lo que nos proporciona una
informacion dinamica en tiempo real del proceso. El sistema de deteccion permite establecer el
ciclo umbral (Ct-cycle threshold), ciclo de la PCR a partir del cual la cantidad de fluorescencia
emitida alcanza el nivel de deteccion que hayamos fijado, lo que a su vez se correlaciona
directamente con la cantidad de ADN molde de la muestra analizada. La cuantificaciéon del nimero
de copias de una muestra se realiza mediante la comparacion de la Cr de la muestra problema con la
Ct de una serie de diluciones de una muestra-control positiva. La cuantificacion de la muestra
control positiva permite establecer una curva estandar que refleja el nimero de copias y el nimero
de ciclo en el que ha sido realizada la deteccion de forma objetiva y reproducible.

Cuando se realiza la cuantificacion de una muestra problema, el ciclo umbral de su deteccion se
lleva a la curva estandar lo que permite conocer el nimero de copias de la secuencia diana existente
en la muestra analizada.

El método de PCR cuantitativa basado en la quimica por hibridacion de sondas, emplea dos sondas
secuencia-especificas que hibridan en regiones adyacentes espaciadas entre uno y cinco nucleétidos.
Una sonda estd marcada con un fluorocromo emisor en posicion 3’ y la otra sonda est4 marcada con
un fluorocromo aceptor en su extremo 5°. Esta sonda ademas tiene bloqueado su extremo 3’ con un
grupo fosfato para evitar su extension. Sélo cuando las dos sondas han hibridado y estan proximas
se origina una emision de fluorescencia por el fluorocromo aceptor cuya intensidad aumenta
proporcionalmente a la cantidad de secuencia diana formada en la reaccion de PCR. Esta
metodologia se diferencia de la quimica de sondas TagMan ® en que no se requiere la hidrdlisis de
sonda para la emision de fluorescencia.

El tercer tipo de deteccion de los productos especificos de PCR de la secuencia molde consiste en la
utilizacion del agente intercalante SYBR Green 1. Esta sustancia se une especificamente a la doble
hélice de las moléculas de ADN formadas en cada ciclo de la reaccion de PCR produciendo la
emision de fluorescencia. De esta forma, la sefial fluorescente se incrementa en funcién de la
cantidad de producto amplificado. La ventaja de esta opcién es que no se precisa la sintesis de
sondas fluorescentes especificas para cada tipo de deteccion, aunque su inconveniente reside en su
inespecificidad ya que se detecta fluorescencia para todos los productos de ADN de doble cadena
presentes en la reaccion (incluyendo los dimeros de cebador que suelen producirse en la mayor
parte de reacciones de PCR).

La realizacion de estas técnicas de PCR en tiempo real requiere disponer de un equipo que disponga
de un sistema de deteccion de fluorescencia. Existen actualmente en el mercado distintas
alternativas cuyo coste suele estar relacionado con los niveles de sensibilidad y capacidad de
analisis de muestras de los mismos.

Actualmente existen ademas plataformas de alto rendimiento en forma de chip para la realizacién
de un elevado nimero de reacciones de forma simultdnea. Basadas en el mismo tipo de quimicas
que las empleadas en los equipos de PCR cuantitativa convencionales estas plataformas utilizan
volimenes de reaccion muy inferiores (en la escala de nanolitros), en forma de reactivos liofilizados
o utilizando técnicas de microfluidica en el chip, con el consiguiente ahorro de reactivos y
disminucion del coste de los analisis.




La utilizacién de este tipo de equipos junto al incipiente desarrollo de técnicas que permiten
amplificar selectivamente los 4cidos nucleicos correspondientes a células viables, como el uso de
EMA (ethidium bromide monoazide) o PMA (propidium monoazide), permite pensar en una rapida
expansion de protocolos basados en PCR en los laboratorios de microbiologia de los alimentos.
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