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RESUMEN

Los pri.ncipalesavanccsen los sistemasde delecci6n
han lIevada a w\ rApido impacto en la tecnologfa
diagn6stica. Los mAs usados consistcn en sistemas de
delcrminaci6n direclos e indirectos, radioactivos 0 no
radioacHvQs, que Lienden a ser m,b sensibles que los
m~todosbadicionales.

Desde la coria existencia de la Biologfa Molecular
comociencia, varios apolles impulsaron la vertiginosa
revoluci6n tecnol6gica a la que hoy asistimos. Elias
incluyen: el uso de las enzimas modificadoras de los
Acidos .Ilucleicos "enzimas de restricci6n" que corlan
el ADN en secuencias espedficas; t~cnicas de
sccucnciamiento de Acidos nucleicos y prolelnas;
anAlisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentosderestricci6n de ADN (RFLPs) y finalmente
eIPCR.

En la primera parte sedescribi61a instrumentaci6n
y los (undamentos bAsicos del PCR, en este trabajo se
ejemplifican algwlas de las aplicaciones de la tknica
en el campo veterinario.

Palabrasclave:DIAGNOSllCOVETERINARlO,
BIOLOGIAMOLECULAR,MARCADORESGENE­
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SUMMARY

The principalUnprovemcnt inlhedetectionsystems
had carrieda rapid change in lhe diagnostic teclUlology.

Thedired, ind ired, radioactiveand non radioactive
systemsusually used aremoresensitive than traditional
melhods.

Since lhe brief existence of Molecular Biology as a
sciencescvm-alconlributionshad lead to lhevertiginous
tecnology revolution to what we now assist. They
include: -restriction enzimes· that cut lhe DNA in
specific sequences; nucleics and proteins sequencing,
Restriction Fragments Large Polimorphism (RFLPs)
and recently the PCR.

In the first part the insbl.lmenlation and basic
fundaments of PCR were described, and now in this
paper the aulhors purpose is to relate a few technic
applications in tthevelerul<'lrian area.

Key word: VETERINARY DIAGNOSTIC,
MOLECULAR BIOLOGY, GENETIC MARKERS,
GENE,PCR.

APLICACIONES
DIAGNOSTICAS

La capacidad de obtener Wl
aumento en el numero de
secuencias de ADNen pocashoras,
la especificidad, y fidelidad de la
enzima que se utiliza, hacen del
PCR un instrumenln versAtil

cuando se aplica en el campo
d iagn6stico. Asf, esla revoluci6n de
la tecnica lIeva a que muchos
laboratorios de biologfa molecular
la adopten cada vez en mayor
nfunero. Bastacon mirarquedesde
julio de 1990 a junio de 1991 las
cifras de comercializaci6n de Ia
divisi6n PCR de Cetus fue de 20.9

millonesded61arescon un beneficio
de6.3millones (58) Porotro lado la
firmaHoffman-LaRocheestableci6
acuerdos en la compra de esta
tecnologfa por 300.000.000 de
d6lares porcompartir losderechos
de los productos ml!dicos que se
pondrtin en el mercado a fines de
1992 y 1993 (58).
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El desaITollo de m~lodo tiende
a la automalizaci6n y dado los
antecedentes previas en breve el
PCR se estarii usanda en todos los
laboratorios cllnicos. Posiblemenle
defuluroen el campo veterinarioa
nivel de grandes centros de faena
se podran eIectuar las detecciones
y seguimientos epizootiol6gicosde
diversas enfennedades, can dicha
toouca.

Su aplicaci6n a situaciones en
las que los agentes eliol6gicos
involucrados son dilfciles y lenlas
de cuhivar, como los casos de
Borrelia burgdorferi, Mico­
bactcriwn sp., HIV, ele. hacen a la
ll!cnica la melodologfa mAs
adecuada.

Algw\asde lasapi icacionesque
se dtan en In TABLA 2, serAn
brevemenle desalTolladas can el
prop6silo de brindar una idea de
los multiples situaciones en la que
la t6ctuca brinda uLiHdad.

Revision

TABLA 2- APLICACIONES DEL peR EN
INVESTIGACIONYDIAGN05TICO

,
APLICACION

INVESTIGACION Analisis de polimorfismo g~nico

Caracterizaci6n de bacterias
Tipifkaci6n viral
Estudiosevolutivos
Analisis de sitios de inlegraci6n viral
Mejoramiento asistido por ma.rcadores

DIAGNOSTICO Determinaci6n de diferenles aldos
Detem\inaci6n de sexo en embriones
Analisis polim6rfico de espcrma
Fingerprinting
Diagn6stico de palemidad y pa.rcntesco
Determinaci6n de origen y pureza racial
Dclecci6n de virus lalenles
Api icaci6n his lopalol6gica
Detecci6n de portadores virales
Rastreo de enfennedades ex6ticas
Diagn6slico bacleriano.
oiagn6stico parasitario.

SELECCIONASISTIDA
PORMARCADORES

Muchas clases de marcadores
geneticoshansido utilizados desde
Mendel hasta nuestros dlas. La
evoluci6n de las tecnicas de
laboratorio en particular las
iJununol6gicas y electroforelicas
nos han perrnitido reconocer
caracleres polirn6rficos que van
desde los grupossangufneos hasta
las variantes proteicas e
isoenzirn<iticas.

A nivel de los <icidos nucleicos
tarnbien se revelan polimorfisrnos
mAs frecuentes que los delectados
de sus productosgenicos (5). Basta
s6lo leneren cucnta que el genoma
eucari61ico contiene aproxima­
damente 105 genes codificados
generalmente por3 a 5% del total
de los 3 x 1()9 pb de ADN.

Un marcador de ADN es un
fragmento polirn6rfico que pre-

senta 20 mAs foemas aMlicas, yque
silve como punto de referencia p..-u-a
algunaregi6ndel genoma (61). Esos
marcadores genelicos se distribu­
yendentro de todo elmaterial gen6­
mico ubiccindose Hsicamente en
diferentes sHioscromos6micos (31).

Su asignaci6n en el genoma,
asociado a tal 0 cual maniIestaci6n
fenolfpica (resistencia a determi~

nadas enfennedades, rendimiento
de carcaza, producci6n de leche,
cantidad de postura, etc.), permite
identificar rasgos producidos por
muchos genes caracterizados por
variablescontmuas (4),que reciben
el nombre de QTL (Quantitative
Trait Loci) (30) y que Henen
aplicaci6n inmediataen programas
deselecci6n.(56)

Con la h~cnica de PCRes posible
revelar estos mojones gen6micos
(62), pudiendose asl descubrir la
informaci6n contenida en determi·
nadosfragmentos (2). Muchas veces

desconocemos la real informaci6n
contenida en las secuencias
amplificadas de un individuo
(marcador), pero su presencia
puede ir ligada a determinada
bondad 0 rasgo de interes
productivo.

Unabordaje mas fAci! escuando
se estti en presencia de un gen
especlfico 0 grupos de genes
interrelacionados siendo posible
reconocer tal 0 cual carticter por la
existencia de las bandas ampli­
ficadas en un gel de agarosa, luego
de someterlo a una corrida
electrofol'l1tica. Un ejemplo es la
detenniJlaci6n aMlica para deter­
minadas protefnas de la leche
bovina. Existen variantes alelic.1.s
paraestasproteinasque Ie imparten
a la leche mejores propiedades
tecnol6gicas en la producci6n de
queso y otros sub-productos lAc­
teas (33)(35). Con el peR se puede
en 1 0 2 dias analizar el ADN
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extrafdo de sangre y semen,
identilicando el genotipo del ani­
mal para esas caracterfsticas
proteicas en leche(22)(34) luegode
una amplificaci6n y digesti6n con
enzimas deresLTicci6n (44) (53).

SEXADO DE EMBRIONES

La predeterminaci6n del sexo
en las especies domesticas mejora
la eficacia de producci6n redun­
dando en un gran impacto
econ6mico.

Este tipo de encare se efectua
mAs extensamente en la espeeie
bovina como resultado dQ las
nuevas tknicas que se derivan a
asocian a la transferencia de
embriones, y que involucran la
bisecci6n, fecundaci6n in-vitro,
clonaje, transferencia g~nica y el
sexado.

EI sexado de embriones mamf­
feros se efectila pOl' diversos
metodos que se basan en detectar
la presencia del cromosoma Y
machoespeeIIico (39). Entreellas el
Cariotipado presenta un grado de
detecci6n muy bajo que"a de30%
a 60% en el mejor de los casas. Las
t~cnicas inrnunol6gicas que se
basan en el reconocimiento de
antfgenos HY membranarios no
estAJ\ muy extendidasen bovinos.
Porotro lado tambi~nse utilizaron
sondas marcadas a partir de
secuencLas repetidas (2500 veces)
para realizar hibridizaci6n in situ
sobreBas taurusy Bas indicus, pero
su desarrollo lIeva mucho tiempo y
es algo engolToso.

ConelPCResposibleamplificar
secuenciasrepetidasespedficasdel
brazo corlo del cromosoma Y (44)
can primers que flanquean dichas
zonas, pennitiendo asf eJectuar el
diagn6stico enembriones.

De esta forma embriones bo­
vinos obtenidos pol' cok'Ctas ute­
rinas de vacas donadoras a pol'

fertilizaci6n in vitro puedcn ser
biopsiadosenelestadodeblastocito,
sexados pol' peR, e implantados
sin afectarsu viabilidad y desarrollo
posterior. (42)(52)

El PCR orrece ventajas frente a
los otros m~todosde sexado poria
rapidezconqueseefectila In tOOlica
(42), y pOl' no tener que manipular
radiois6topos.

La especificidad de la tknica en
ADN de linfocitos es de 100%, yin
sensibilidad permite detectar 10 a
20 pg (picogramos) de ADN corres­
pondiente a aproximadamenle 10
2 celulas embrionarias. (39)

ESTUDIOS
ANATOMOPATOLOGICOS

La tlknica de amplificaci6n ha
sido aplicada en una gran variedad
de materiales tisulares; estos van
desde blastocistos,vellosidad colial,
foliculos pilosos (21), c~lulas de
sangre perif~rica, c~lulas esper­
mAticas (18), epiteliales (12),
inclusive tejidos provenientes de
cuerpos macerados.(l7)

La amplHud del metodo per­
miti6 exitosamente amplificar
materiales congelados pol' mucho
tiempo, fijados con formol y
embebidos en parafina (53) 0
plAsHco (16), cuando fueron
procesados para la detecci6n de
anonnalidades gen~ricas y muta~

cionesoncoglmicas.
La posibilidad de trabajar en

evaluadones histopa1016gicasen el
campo veterinario cobra gran
importancia en virtud de aIinar
diagn6sticos que no se resuelven
convencionalmente; permitiendo
efectuar estudios epizotio16gicos
retrospectivosdepiezasanat6micas
existentes en los archivos pato~

16gicos. EI ADN de los tejidos se
preseIVaenel tratamientoymontaje
recibido poria pieza anat6mica para
estudios histopato16gicos, pudicn~

do serelmismoobtenidoy amplifi~

cado sin problemas.

ESTUDIOS EVOLUTIVOS

La ampliJicaci6n de ADN in
vitro se viene utilizando en
biosistemAlica COl) la obtenci6n de
fascinantes anAlisis de relaci6n
filogenetica, en toda la escala
zool6gica, pla.ntas prolistas y
procariotas.

Los bi610gos obtienen rapi­
damente por esta ttknica datos de
diferentes secuencias entre las
especies. Eligiendo secuencias
conservadas entre organismos
arnpliamente divergenles pueden
asignar los rangos fi1ogen~ricospol'
comparaci6n de los anAlisis,
clasificando los orga.nismos por
niveles, clases 0 phylum.(28)(29)

En el estudio de poblaciones
varios elementos controvertidos
can respecto a los orfgenes de
algwlas especies extintas pueden
ser abordados, poria posibilidad
que el PCR oJTece sobre materiales
del pasado que han sido hallados
en investigaciones arqueo16gicas.

A manera de ejemplo cabe
consignarquesobrepiezasantiguas
se destacan losestud ios efectuados
sabre ADN mitocondrial de cere­
bros humanos momificados hace
7000 ailos (41), y de especies de
lobos ya extintos (59).

IDENTIFlCAOONGENOMICA
(FINGERPRlNfING)

EI polimorfismo gen6mico
existente entre poblaciones y entre
individuos de una misma especie
puede ser explorado en el campo
veterinario para identilicarorigen,
pureza racial, excluiro controlar la
filiaci6n de u.n animal.(15)

Explolando esta variabilidad es
posible identificar el origen del
semen utilizado en Inseminad6n
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ArtiJicialllegando asf a certificarse
el denader (25).

Exislen regiones altamente
polirn6rficas quereciben el nombre
de VNTRs (variable number of
tandem repeals) que tienden a
cancentrarse en las regiones
prolerminales de los cromo$Omas
(38)(46)(63). La variabilidad
individual en el patr6n de bandeo
obtenido con estas sondas ha
demosh'ado seT de tal magnitud
que elias permiten idenliJicar
inequivocamente a un animal 0

conjunlo de animales 0 baclerias, y
diferenciarlo de los dem.tis cons­
tituyendo un verdadcro "finger­
printing".

Esla informaci6n contenida en
el AON es heredada como carac­
teres Mendelianos simples de los
progenHores, exhibiendo las
mismasvariacionesmultiaMlicasen

el nUmeI'o de copias repetidas, y
pudiendo seT reconocida en la
progenie.

Adem;\sde estos"minisal~lites"
se han descrito otro tipo de
secuendasrepetidasentandemm~s

cortas denominadas "micro·
sat~lites".Co,nsistenenrepeticiones
de una sola base (poly-G 0 poly-A),
repeticionesdeTC(poly-TqyCAC
(poly-CAC) que estAn en el orden
de5-10 x10"y que sedistribuyen en
islotes a trav~s del genoma de los
mamiferos.

Estos se separan entre sf por
secuendas <micas de ADN que
tienen 10ngHud variable y que
cuando son ampJificadas, entre
diCerentesindividuosexiben un al to
polimorfismo en su longitud. Por
otro lado su infonnaci6n marcadora
puede ser descubierta a craves de
su secuenciamiento (49).

Revision

IDENTIFICACIONVlRAL

La aplicaci6n en este campo
tambi~ abl'e nuevos horizontes,
existiendo reportes de d iagn6sticos
virol6gicos que se eCectilan en
policubetas de poliestireno de 96
hoyos. En este tipo de soporte se
realizan ensayos de hibridizaci6n
en sandwich para capturar los
productos de amplificaci6n del
virus de LJ).II\w\odeficienciahwna­
na (HIV tipo 1) (7); asf como la
determinaci6n de ADN devirusde
Hepatitis B (HBV) en -suero (27).
Estasaplicacioneshacenque el PCR
se este tornando un procedimienlo
de rutina en laboratorios clfnicos
hwnanos, permitiendomonitorizar
r~pida y eficazmente este lipo de
afecciones en COlma masiva.

En el campo veteri.nario su
utilizaci6n se halla a<m inexplica-

~"BORATO'"0

Revan
Gua-yaqui 3095 Montevideo
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blemente menos extend ida; sin
embargo en Austral~a este test
complementa rnl!todos tradicionales
para el diagn6stico de virus
pertenecientes al gl!nero Orhivirus,
como es el case del virus de Lengua
Azul (BTV) (14).

Fiebre Aftosa, afecci6n exten­
samente estudiada huto de impli­
cancias politicas y econ6rnicas
continuahoy, enelcontextom wldial
siendo una de las enfennedadesque
mAs inversi6n ha llevado para
investigaci6ny desarrollo del agente,
asf como en la producci6n de vacu­
nas, uununomoduladores y biol6­
gicos; tampoco ella ha sido ajcna a la
introducci6n de esta herrarnienta.
Se ha pedido detectar de varios
especlmenes cHnicos bovinos la
amplificaci6ndesecuencias de AON
especlficas de la cApside viral (23).
De esta manera el PCR permi te ras­
trear ra pidamenteanimales portado­
res, resuhando una tecnica mAssensi­
bleque loscultivosceluJares (23) (40).

Diagn6slicos precoces de in­
fecci6n porvirusdeLeucosis Bovina
(BLV) tambil!n han sido desa­
rrollados por este ml!todo, presen­
tando ventajas£ren te a 0 tras tl!cnicas
que delectan anticuerpos contra
protemas de envoltura viral gp51 y
p24 (6), en raz6n de que por PCR se
pueden determinar [ormas pro·
viralesque no hansidoaUn indicadas
porel sistema uununocompetenle.

Cabe destacar que paulatioa.
mente todos los agenles virales se
van incorporando a la n6mina de
rastreos porPeR,existiendoalgunos
reportesenDistempercanino,en vi­
rus Oiarrea viral bovina (BVO), en
vUusdelafamiJiaRabdhoviruscomo
el de la Rabia (60), etc.

BACTERIOLOGLA

EnestaAreael I\Cune:ro de trabajos
publicados que utilizan el PCR
tambil!nva aurnentadoa medidaque

se dispone del conocimiento de
secuenciasdegenesquecodilican
productos espedficos para cada
bacteria.

RApidas y espedficas deter­
minacionescon genes bacteria.nos
que codifiean para loxinas tipo
Vero (Verotoxinas) se han efec­
mado (26), con tan solo 100 pg de
ADN de E. coli (43).

En Brucellosis, importante
zoonosisque afecta gran variedad
de animales doml!sticos, se
desarrol16 el test diagn6stico por
PCR para diagnosticar todas las
bacterias del gl!nero Brucella.

La sensibilidad de la tl!cnica
pennite diagn6stieos con tan solo
100 fentogramos (10"15) de AON
de Br. abortus, 10 que equivale a
un pader deresoluci6n de aproxi­
madamente 20 bacterias (10).

EI desarrollo de la misma
resul t6 serun ins trumento rApido,
sensible y esped1ico que com pie·
menta las otras pruebas diagn6s­
tieas de Brucellosis.

Otro t6pico donde realmente
cobra Unportancia laaplicaci6n del
peR es con microrganismos de
diffciJ y lento crecimiento comoes
el caso de M. tuberculosis, el cual
necesita de 3 a 6 semanas de
cultivo. Eslo hace pocoexpeditiva
la confinnaci6n diagn6stiea por
ll!cnicas convencionales,agravada
muchas veces por la poca
especifiddad y sensibilidad de las
tl!cnicas serol6gicas.

Con peR se logra una
detenninad6n altamente esped­
fica de cepas del complejo
Mycobacterium tuberculosis (19),
a partir de mueslTas de diversos
orIgenes, pudiendo llegarse a
reconocer un nfunero limite de
hasta 100 bacterias en esputo (19).

En un reporte efectuado por
otro equipo de investigadores,
trabajando con M. tuberculosis y
bovisconsiguieron detea:iones de

hasta 10 cl!lulas bacterianas (54).
Con un mierorganismo muy

emparentado tambil!n se logra.ron
obtener sondas altamente especf*
ficas para detectar secuencias
repetidas de M. paratuberculosis
(61), agentecausalde laenfennedad
de Jhone, 0 Paraluberculosis. Los
autores del trabajo lograron en 12
horasa.rribaral diagn6sticoa partir
de la amplificaci6n espedfica del
M. paratuberculosis, el cual flle
distinguido del M. avium, que
presenta un 98 a 99% dehomologra
en sus bases (61).

Otros encares bacterio16gicos
con diferentes agenIes m ierobiaJlOS
vienen siendo resuehos aplicando
siempre la polimerizaci6n in vitro
10 que ha permitido identificar
Borrelia burgdorferi (32), agente
causal de la eruennedad de Lymax,
Leptospira hardjo, genotipo bovu10
(64), Chlamydias psittaci (20),
tracomati y neumoniae (24), elc..

PARASlTOLOGIA

EI abordaje de los parAsitos en
10 que respecta a su diagn6stico y
caracterizaci6n viene cobrando
gran relevancia con este tipo de
tl!cnicas 10grAndose excelentes
abordajes fundamentalmente en la
producci6n de antfgenos utiJ izados
para rash-earlos, 0 bien utilizados
en la producci6n de vaCWlas.

Dentro de los prolozoarios del
grupo Aplicomplexa un repre­
sentante tfpico como Toxoplasma
gondti, es rash'eado con la llknica
de PCR. Cuando se 10 aplica se
pueden detectar tan pocoscomo 10
taquizoitos circulantes, 10 cual
resulta obviamente enun poderoso
instrurnento que penr.ite efectuar
diagn6sticosqueescapana losotros
procedimientos serol6gicos.

Con Anaplasma se ha IOgJado
amplificar un fTagmento de 200 pb
altamente espedfico de A. margi-
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nalc luego de 35 delos, que se
utiliza como diagn6stico en la
determinaci6n de portadores
cr6nicos (1). En Babesia bigmina
sucede alga similar obteni~ndose

una sensibilidad muy alta en el
ensayo, eapaz de detectar animales
infectados cr6nicos con afecci6n
inaparente.(ll)

Con aislamienlos de Tripa·
nosoma cruzi provenienles de
pacientes humanos, animales e
inseclos de varios or[genes
americanos se lograron a1 analizar
pOl' peR patrones de bandas
duerenciales. La evidencia de este
polimol'fismo del parAsito se basa
en ampliIicar elementos cOlTes-.

pondienles a regiones variables de
sus mi.nidrculos. El m~todo resulta
ser extremadamente rApido y
sensible para delectar portadores
chagAsicos, y su puesta en prActica

permitirfa rastrear bancos de
sangre, y eEectuar estudios epide­
miol6gicos. (3)

CONCLUSIONES

Muchas Areas se ven enor­
memente beneficiadas con esta
metodologfa a1 dar respuesta a
varies elementos que aUn perma­
necen oscuros en el campo de la
biologfa. .

Con el rlipido desarrollo
tecnol6gico a1 que hoy asistimo5,es
posible automatizar y acelerar el
diagn6stico por peR de muchas
afecciones animales de etiologfa
variada.

En los programas de
mejoramiento su implementaci6n
ccntTibulrla complementando las
otras herramientas utilizadas, con
el fin de identificar e introduciren

Revision

majadas, rebai\os, etc. caracteres
de interes productive. La imple­
rnentaci6n y extensi6n a nivel de
earnpanas sanitarias permitirla
oblener a nivel nacional y regional
un gran impulso en los diierentes
rubros de explotaci6n.

Cabe destacar que aun quedan
varias inc6gnitas por responder
sabre el m~lodo; perc a pesar de
ello creernos que el avance
tecnol6gico que la adopei6n de
dicha Mcnica lTae aparejado en el
campoveterinario haceque se deba
refiexion.'1r y comet:lzar a aplicarla.
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