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Conceptos básicos Biología molecular
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ADN: Ácido DesoxirriboNucleico
• Es una biomolécula informativa

• Contiene la información genética de un organismo.

• Está formado por nucleótidos (un azúcar + una base nitrogenada + 

fosfato)

• Los cuatro tipos de bases nitrogenadas encontradas en los 

nucleótidos son: adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C). 

Brock, 2019
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ADN
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• El orden, o secuencia, de estas bases determina qué instrucciones biológicas están 

contenidas en una hebra de ADN.

AGCTAAGT AGGATCTA

Gen: unidad funcional de información genética

• Los genes forman parte de los cromosomas u otros elementos genéticos presentes en un 

organismo

• La información genética se encuentra en la secuencia de nucleótidos.
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Obtención de 
genomas. Link 

entre identidad y 
función

Gen o secuencia de marcador 
específico del microorganismo o 
grupo microbiano de interés

Microorganismos en el ambiente

Métodos 
basados en la 
amplificación 

PCR

Extracción de ADN 
total de muestra 

ambiental

Detectar y/o 
identificar 

microorganismos

Cuantificar un 
microorganismo o 
grupo microbiano

Estudiar diversidad 
y proporción de 

microorganismos 
en un ambiente
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Secuenciación masiva 
directa

Potencial 
metabólico y perfil 

funcional

Métodos moleculares basados en ácidos 
nucleicos en muestras ambientales

Estudiar diversidad 
y proporción de 

microorganismos 
en un ambiente

Secuenciación masiva 
de amplicones
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Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Reactivos, 
enzima, ADN 

molde 

30-35 ciclos (duración 2-3hs)

Condiciones de 
Temperatura y 

tiempo
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Amplificación 
exponencial
Ciclo 35: 235 copias del 

fragmento amplificado
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Real time PCR= PCR cuantitativa =qPCR
• Variante de PCR convencional

• Se cuantifica “en tiempo real” la cantidad de producto formado luego de 

cada ciclo de amplificación mediante el uso de fluorocromos (diferentes 

tipos de detección, SYBR Green o sondas de hidrólisis)

• La cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad 

de producto amplificado

• Alta sensibilidad y precisión

• Automatización

• Evita manipulación post PCR
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Aplicaciones
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IDENTIFICACIÓN (CONFIRMACIÓN)

DETECCIÓN

CUANTIFICACIÓN
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https://www.epa.gov/esam/sam-pathogen-methods

https://www.epa.gov/esam/sam-pathogen-methods
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Metodologías de EPA para Salmonella spp. 
(no Typhi)

https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-01/documents/sam_2017_appendix_c_1.pdf
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Ejemplo 1

Método adaptado del método de biosólidos (EPA 1682)
Detección o cuantificación (NMP) de Salmonella (no typhi)

Método para la identificación, confirmación y cuantificación de 
Salmonella no tifoidea en agua potable y aguas superficiales.
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Cuantificación
(Número Más 
Probable) de 
Salmonella

Detección de 
Salmonella Dilución al  ½ de la 

muestra en  caldo TSB 
doble concentración

Confirmación de 
tubos o caldos 
positivos (con 

turbidez)
(1 día)
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Identificación molecular de 

Salmonella no Typhi (<1 día) 

Identificación clásica de 

Salmonella no Typhi (3 días)

Confirmación
de tubos o 

caldos 
positivos (con 

turbidez)

(1 día)

(1 día)

(1 día)

(1 día)
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Extracción 
de ADN
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Método para la evaluación 
de la calidad de aguas

recreacionales y ambientes
marinos

Filtración de 
100 ml muestra

Taqman Real Time 
PCR dirigida al gen 

23S ARNr

Ejemplo 2

Desarrollo, validación y transferencia del procedimiento “Determinación de enterococos en aguas naturales, aguas 
residuales y lodos de plantas de tratamiento. Método molecular, empleando TaqMan Real Time PCR” al Laboratorio 
Ambiental de DINACEA-MA. 
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Ejemplo 3: Cuantificación y detección de 
Cianobacterias y genes responsables de producción de 

toxinas en ambientes acuáticos

Ensayo comercial Multiplex qPCR

Identificación y cuantificación de:
• Filo Cyanobacteria
• Producción de Microcistinas y 

Nodularina
• Cylindrospermopsina
• Saxitoxinas

www.phytoxigene.com

Ohio EPA DES 705.0 Method and lab certification

Rápido y específico
Material de referencia certificado
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http://www.phytoxigene.com/


• Cuantificación de indicadores 
de contaminación fecal

•Microbial Source Tracking: 

Se detectan microorganismos (o 
genes de microorganismos) 
asociados o específicos de ciertos
hospederos (marcadores)

Provee información sobre la 
presencia y magnitud de la 
contaminación de ese animal 
específico

LEMM - DEPBIO – Facultad de Química UdelaR

Ejemplo 4: Indicadores de contaminación 
fecal y rastreo de origen de contaminación

https://microbe.com/microbial-source-tracking/
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https://microbe.com/microbial-source-tracking/
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Ejemplo 4: Indicadores de contaminación 
fecal y rastreo de origen de contaminación
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• Muestras de agua dulce o salobre

•Filtración por membrana + extracción de ADN

• qPCR

• Gen blanco: 16S rRNA Bacteroides dorei, bacteria
aislada de seres humanos (Haugland et al., 2010)
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ISO 20395:2019(en)
Biotechnology — Requirements for evaluating the performance of 
quantification methods for nucleic acid target sequences — qPCR and 
dPCR https://www.iso.org/obp/ui#iso:std:iso:20395:ed-1:v1:en

ISO 11063:2020(en)
Soil quality — Direct extraction of soil DNA
https://www.iso.org/obp/ui#iso:std:iso:11063:ed-2:v1:en

ISO 17601:2016(en) 
Soil quality — Estimation of abundance of selected microbial gene 
sequences by quantitative PCR from DNA directly extracted from soil
https://www.iso.org/obp/ui#iso:std:iso:17601:ed-1:v1:en

Guías y Normas
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Guía EPA 2004

EPA 2004

Aseguramiento 
de la calidad:
Personal, diseño del 
laboratorio, flujo de 

trabajo

Ingreso de 
muestras:
Criterios de 
aceptación/ 

rechazo

Equipos:
Termocicladores, 
Real Time PCR, 
cabinas o flujos 

laminares, 
pipetas, etc

Fungibles:
Microtubos, 
tubos qPCR, 

punteros, 
guantes

Reactivos:
Kits 

comerciales, 
cebadores o 

primers, 
enzimas, etc

Limpieza 
del 

laboratorio

Desarrollo y 
evaluación 

de métodos Muestras 
control para 

métodos 
basados en 

PCR

Almacenamiento 
y mantenimiento 

de datos, 
evaluación de 

resultados
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Convenio DINACEA- Laboratorio de Ecología 
Microbiana Medioambiental, Facultad de Química
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• Equipo docente responsable: Prof. Adj. Javier Menes, Prof. Adj. Lucía Ferrando y Prof. Titular Ana Fernández

• Actividades: 

• Desarrollo y transferencia de procedimiento para cuantificación de Enterococcus en aguas y lodos de 

PTAR

• Asesoramiento en la implementación de técnicas moleculares y montaje del laboratorio de biología 

molecular

• Dictado de dos cursos teórico- prácticos de capacitación- actualización: 

• “Análisis microbiológico en muestras ambientales”, diciembre 2019

• “Herramientas moleculares empleadas para estudiar procesos microbianos en el ambiente”, 

Setiembre 2021
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¡Gracias 
por su 

atención!
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