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Taqg polimerasa: De los geiseres a la

ciencia

Introduccion

Las enzimas son proteinas que funcionan en la cata-
lisis de reacciones quimicas en los organismos vivos,
capaces de acelerar la velocidad de una reaccién
quimica mucho mas que cualquier catalizador sin-
tético. Las enzimas son altamente especificas en el
reconocimiento y transformacién de su sustrato. En
1887 Eduard Buchner logré extraer de la células de la
levadura las enzimas que catalizan la fermentacién
del azlcar para transformarlo en alcohol, esta fue la
primera vez en la que se demostré que una enzima
podia llevar a cabo su funcién in vitro. Actualmente
se extraen enzimas de microorganismos y se utilizan
en el diagnostico de enfermedades. La enzima DNA
polimerasa participa en la replicaciéon del DNA. En
este trabajo se describe de qué manera la Taq poli-
merasa obtenida de una bacteria llamada Thermus
aquaticus que vive en los geiseres, se emplea en el
diagnéstico de los grupos diarreogénicos de Esche-
richia coli utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa multiplex.

La historia en la genética fue determinante duran-
te el siglo XX. La gran interrogante a principios de ese
siglo era ¢{qué molécula es la responsable de contener
todo nuestro ser, la que hace que nos parezcamos a
nuestros padres, la responsable de transmitir deter-
minadas enfermedades de una generaciéon a otra?.
(Eran las proteinas, los lipidos, los carbohidratos 6
el 4cido desoxirribonucleico (DNA)?. Al respecto,
Erwin Chargaff analizé las bases nitrogenadas del
DNA en diferentes formas de vida, concluyendo que,

la cantidad de purinas no siempre se encontraban en
proporciones iguales a las de las pirimidinas, la pro-
porcion era igual en todas las células de los individuos
de una especie dada, pero variaba de una especie a
otra (Manchester, 2008). El descubrimiento de la es-
tructura del DNA realizado por James Dewey Watson y
Francis Harry Compton Crick en 1953 (Watson, Crick,
1953) permiti6 a los investigadores Matthew Meselson
y Franklin Stahl en 1958 establecer que la replicacion
de DNA era semiconservativa (Meselson, Stahl, 1958),
es decir, que una de las dos cadenas de conforman el
DNA proviene de la hélice original y la otra cadena es
sintetizada. Por su parte, los trabajos de Severo Ochoa
(Lain, 1987) iluminaron el conocimiento genético
estableciendo que la molécula del acido ribonucleico
(RNA) mensajero es un intermediario en el flujo de
la informacién genética entre el DNA y las proteinas.
Mientras que Marshall Warren Nirenberg ciment6 las
bases para dilucidar el c6digo genético (Leder, 2010),
ya que estableci6 que el material genético localizado
en el nacleo de la célula podia ser decodificado a
proteinas, que existia un cédigo genético a través del
cual, el RNA mensajero transcrito a partir de los genes
del DNA eran luego traducidos a proteinas, las cuales
cumplen con multiples funciones dentro de la célula y
la expresion diferencial de ellas es lo que hace que un
tejido sea distinto a otro. En un individuo eucarionte
formado por multiples linajes de células como en el
ser humano existen células totalmente diferencia-
das, pero otras no lo estan, como las células madre
o stem cell, éstas se replican para dar origen a una
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célula totalmente diferenciada y a otra célula madre.
En las células germinativas como el 6vulo y el esper-
matozoide el DNA se replica para poder heredarse a
las células hijas gracias a una enzima llamada DNA
polimerasa. En organismos procariontes, que constan
de una sola célula como lo son las bacterias, su DNA
también se replica gracias a la DNA polimerasa.

La Tag polimerasa

En 1988, hace apenas 26 anos, el mundo de la gené-
tica experiment6 una revolucién, ya que en ese ano
se publicé la utilizacién de una enzima termoestable
en la amplificacién de DNA (Saiki, Gelfand, Stoffel,
Scharf, Higuchi, Horn, Mullis, Erlich. 1988), la DNA
polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus (Taq
polimerasa). Este acontecimiento fue un detonador
en el mundo de las ciencias, actualmente la Tag
polimerasa es la principal enzima que se utiliza para
amplificar secuencias del genoma humano, asi como
de genomas de otros reinos, géneros y especies que
existen en la tierra (Bottema, Sommer, 1993; Mukai,
Nakagawa 1996)

polimerasa.

Sistema de remodelacién semi-pléstica adaptativa...

Figura 1. Parque Nacional de Yellowstone donde se aislo la bacteria Thermusraquaticus de la cual se obtiene la Tag

Actualmente es posible retro-transcribir un RNA
mensajero especifico y mediante su amplificacién
utilizando la Tag polimerasa podemos posteriormente
clonar ese DNA amplificado en un vector de expresion
y obtener dicha proteina, de esta manera se produce
en la actualidad la insulina (Garcia, Montes, Ramos,
Ariza, Pérez, Gomez, Calva 2010). Diferentes diagnos-
ticos en la clinica han pasado de ser largos procesos
de cultivos bacterianos y pruebas bioquimicas a una
simple amplificacién de secuencias genéticas espe-
cificas que no demora mas de tres horas (Spositto,
Campanerut, Ghiraldi, Leite, Hirata, Hirata, Siqueira,
Cardoso 2014). Los beneficios de la amplificacién
genética se extienden al diagnéstico de cientos de
enfermedades, entre muchas otras aplicaciones tales
como las micosis invasivas y las infecciones parasita-
rias (Gémez, 2014; Vasoo, Pritt, 2013). Thermus aqua-
ticus, microorganismo de la cual se obtiene la Tag
polimerasa, es una bacteria termdfila, Gram-negativa,
aerobia y heterétrofa que vive en la proximidad de
manantiales de agua caliente, fue descrita por primera
vez por Thomas Brock en 1969 (Brock, Freeze 1969)
en un manantial del Parque Nacional de Yellowstone

de los Estados Unidos (Figura 1).
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La Taqg polimerasa en la reaccion
en cadena de la polimerasa

En 1985 Kary B. Mullis (Figura 2) desarroll6 la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés), la cual es una de las técnicas
centrales en biologia molecular, que permite la ampli-
ficaciéon de una secuencia especifica de DNA (Mullis,
1990). Por esta aportacién, de gran valor en biotecno-
logia y como herramienta de investigacion cientifica
y forense, en 1993 Kary B. Mullis recibié el Premio
Nobel de Quimica. Para realizar la técnica de PCR se
necesitan iniciadores especificos, solucién amorti-
guadora, desoxirribonucledétidos-trifosfato, magnesio,
agua destilada, un DNA molde y la DNA polimerasa de
Thermus aquaticus (Taq polimerasa). En la PCR se
comenz6 utilizando la DNA polimerasa de Escherichia
coli, pero la utilizacién de esta enzima fue ineficiente
debido a que la polimerasa se desnaturalizaba en
cada ciclo de amplificaciéon, hasta que se les ocurrié
emplear polimerasas de DNA termoestables, extraidas
de microorganismos termofilicos (Saiki, Gelfand, Stof-
fel, Scharf, Higuchi, Horn, Mullis, Erlich, 1988).

La PCR permite el andlisis del DNA presente en
un bajo nimero de copias en muestras clinicas. El
fundamento de la reaccién es la amplificacién enzi-
matica de un fragmento de DNA flanqueado por dos
iniciadores que hibridan con las cadenas opuestas
de la secuencia nucleotidica de interés. El método
consiste en tres etapas que se desarrollan a diferentes
temperaturas y que se repiten entre 25y 40 veces, de
acuerdo al protocolo establecido en cada laborato-
rio. En la primera etapa llamada desnaturalizacién
se separan las cadenas del DNA a una temperatura

Figura 2. Kary B. Mullis, investigador que desarrollo la reaccién en
cadena de la polimerasa.
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superior a los 90 grados centigrados; la segunda eta-
pa denominada alineamiento permite, mediante la
eleccién de la temperatura adecuada, la hibridacién
de los iniciadores al DNA, delimitando la zona de
interés; finalmente en la tercera etapa denominada
polimerizacién, la polimerasa sintetiza la nueva ca-
dena de DNA (Mullis, 1990). Cada ciclo duplica la
cantidad de DNA sintetizada en el ciclo anterior. La
amplificacion resulta exponencial (2n, donde n es
el nimero de ciclos). Como mencionamos, el punto
central para la realizacion de esta metodologia fue el
descubrimiento de la Tag polimerasa que permitié
automatizar el proceso de PCR utilizando un termo-
ciclador, sin la necesidad de una adiciéon continua de
DNA polimerasa fresca de Escherichias coli comunes
ya que este tipo de enzima se desnaturalizaba en la
primera etapa de la amplificacién realizada a méas de
90 grados centigrados, mientras que la DNA polimera-
sa obtenida del microorganismo Thermus aquaticus
es resistente a esas temperaturas (Saiki et al., 1988).

La PCR en el diagnostico de los
grupos diarreogénicos de Escheri-
chia coli
Escherichia coli (E. coli) es el anaerobio facultativo
predominante de la flora del intestino humano. Este
microorganismo coloniza el tracto intestinal del recién
nacido en las primeras horas de vida y a partir de esto,
E. coli y su hospedero tienen un beneficio mutuo. E.
coli usualmente permanece inofensivo en el lumen in-
testinal, sin embargo, en personas inmunosuprimidas
o cuando las barreras gastrointestinales han sufrido
danos, las cepas de E. coli pueden causar enfermedad
(Nataro, Kaper, 1998). Ademas, existe en nuestra po-
blacién miembros susceptibles por una o varias clonas
de E. coli que han desarrollado la capacidad de causar
un amplio espectro de enfermedades humanas. Las
infecciones causadas por cepas de E. coli patégenas
pueden estar limitadas a la superficie de la mucosas
o pueden ser diseminadas en cualquier parte del cuer-
po. Tres sindromes pueden resultar de la infeccion
con cepas de E. coli patégenas: 1) infecciones del
tracto urinario, 2) sepsis/meningitis y 3) enfermedades
entéricas o diarreicas.

Las enfermedades diarreicas han sido considera-
das uno de los principales problemas de salud publi-
ca, asi como una de las principales causas de muerte
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Figura 3. Productos de la reaccién en cadena de la polimerasa de
cada gen. Carril 1: producto de cada gen en pares de bases obtenido
cuando se uso la mezcla de DNA de las cuatro cepas de referencia y
la mezcla de los iniciadores. Carriles 2-5, productos de PCR obtenidos
cuando se probaron las cepas de referencia por separado, E. coli
enterotoxigénica, E. coli enterohemorrégica, E. coli enteropatégena
de ninos menores de cinco anos (World Health
Organization, 2013). Los grupos diarreogénicos de
Escherichia coli (GDE) son de los principales agentes
patégenos productores de diarrea (Nataro et al., 1998).

Basados en las caracteristicas clinicas, epidemio-
l6gicas, determinantes de virulencia especificos y
otras caracteristicas de virulencia los GDE han sido
clasificados en 5 patotipos principalmente (Lopez-
Saucedo et al., 2003; Nataro et al., 1998): E. coli ente-
rotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa EAEC,
E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemo-
rragica (EHEC) y E. coli enteroinvasiva (EIEC). Cada
GDE posee especificos genes de virulencia asociados
con sintomas de enfermedad, por ejemplo shiga-like
toxina 1 (stxI), shiga-like toxina II (stx2), eaeA 'y escV
son genes de virulencia de EHEC. El gen eaeA codi-
fica para la intimina, una proteina involucrada en la
adherencia de la bacteria a los enterocitos mientras
que el gen escV codifica para una proteina principal
de la membrana interna. EPEC también contiene los
genes eaeA y escV, sin embargo carece de los genes
stx. ETEC contiene los plasmidos que codifican para
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y E. coli enteroinvasiva con la mezcla de los iniciadores. Carriles 6-11,
productos de PCR cuando se utilizado el DNA de cepas de E. coli
aisladas de pacientes y la mezcla de los iniciadores. Carriles 12-15,
productos de PCR cuando se utilizado el DNA de cepas de E. coli ais-
ladas de alimentos y la mezcla de los iniciadores. Carril 16, marcador
de tamarno molecular de 1 Kb en pares de bases.

la toxina termoestable y/o termolabil. El gen ipaH
esta presente en EIEC y en Shigella, dicho gen esta
relacionado con la invasiéon de células eucariéticas.
La caracteristica que define a EAEC es su patréon de
adherencia agregativa sobre células HEp2, la cual esta
mediada por el gen aggR.

La identificacion de los GDE en ambientes polimi-
crobianos como son las heces y los alimentos plantea
desafios. Se han desarrollado varios medios de cultivo
para GDE econémicamente importantes, estos me-
dios permiten diferenciar dichos organismos cuando
son abundantes en las heces, por ejemplo se utilizan
para cepas de E. coli O157:H7 y EIEC que producen
colonias que no fermentan el sorbitol y la lactosa,
respectivamente, sin embargo, esos fenotipos no son
especificos y es necesario realizar mas pruebas para
confirmar la identidad del aislado. Los ensayos in vitro
que detectan toxinas, adherencia o fenotipos de inva-
sién también permite identificar cepas pertenecientes
a los GDE. Estas determinaciones son generalmente
caras, requieren personal especializado y emplea
varios sistemas de deteccion (por ejemplo: cultivos
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celulares y ensayos de citotoxicidad). La aplicacién de
dichos ensayos en el diagndstico microbiolégico de los
GDE es muy compleja (Lopez-Saucedo et al., 2003).

Las técnicas de hibridacién de acidos nucleicos,
realizadas en la hibridaciéon de colonias completas o
PCR, se realizan como un método de deteccién para
una gran diversidad de microorganismos. La amplifi-
cacion de acidos nucleicos requiere la seleccion de
iniciadores apropiados y de la optimizacién de las
condiciones para maximizar la sensibilidad y espe-
cificidad. La inclusiéon de reacciones y condiciones
que se aplican a una variedad de genes de virulencia
de manera que varios probables patégenos puedan
buscarse en una sola reaccién hace que esta meto-
dologia sea mas eficiente y econémica. Por lo cual
se ha desarrollado una PCR multiplex, la cual en una
sola reacciéon permite la amplificacién de 7 genes
(Lopez-Saucedo et al., 2003 ), con lo cual podemos
identificar 4 GDE: ETEC, EIEC, EHEC y EIEC (Figura
3). Esta metodologia permite identificar GDE a partir
de cepas E. coli aisladas de pacientes y de alimentos.
Esta metodologia no hubiera sido posible sin el des-
cubriendo de la Tag polimerasa.

Conclusiones

La Taq polimerasa ha venido a revolucionar el campo
de la biologia molecular, no podriamos realizar los
experimentos como se realizan ahora sin la DNA poli-
merasa de Thermus aquaticus (7]
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