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RESUMEN

La deteccion de residuos de organismos
genéticamente modificados (OGM) en alimentos se
ha convertido en un tema de gran actualidad por el
incremento del numero de productos derivados de
OGM que han sido lanzados al mercado y el
aumento de demandas por parte de los
consumidores para que se establezcan regulaciones
mas estrictas en el etiquetado de estos productos.
En este articulo se describen la utilizacion de
nuevas metodologias para la deteccion de
organismos  genéticamente  modificados, sus
ventajas y desventajas.

Key words: PCR, multiplex PCR, real time PCR,
surface plasmon resonance.

ABSTRACT

The detection of genetically modified organisms
residues (GMO) in foodstuff has become an actual
subject, due to the increase in the number of
products derived from GMO that have been sent to
the market. Considering the growing demands from
the consumer’s side, stricter regulations have been
settle down in the labeling of these products. In this
work, advantages and disadvantages for the use of
new methodologies for GMO detection, are
described.
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INTRODUCCION

La deteccion de residuos de organismos
genéticamente modificados (OGM) en alimentos se
ha convertido en un tema de gran actualidad por el
incremento del numero de productos derivados de
OGM que han sido lanzados al mercado y el
aumento de demandas por parte de los
consumidores para que se establezcan regulaciones
mas estrictas en el etiquetado de estos productos
La Unién Europea (UE) tiene regulaciones para el
etiquetado desde 1997, de productos que
contengan mas del 0.9% de soya Roundup Ready y
maiz Bt-176 en ingredientes especificos (Reg.
49/200/EEC) y para aditivos y saborizantes
derivados de cultivos GM (Reg. 50/2000/EEC). En
México, el 18 de marzo del 2005 se publicd en el
Diario Oficial de la Federacion la ley de
Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados (DOF 18-03-2005). Basados en lo
anterior, existen a nivel comercial para la deteccion
de OGM diferentes técnicas las cuales se agrupan
en dos categorias: aquellas que utilizan al ADN y
aquellas que utilizan el analisis de proteinas. La
reaccion en cadena de la polimerasa es la técnica
mas utilizada para la deteccion de OGM sin
embargo recientemente se ha descrito la utilizacion
de otras técnicas para este propdésito. El objetivo del
presente trabajo es describir los nuevos métodos
para la detecciébn de residuos de organismos
genéticamente modificados en alimentos asi como
sefalar sus ventajas y desventajas.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Esta técnica es un método enzimatico que
permite copiar de forma experimental una zona
concreta de un genoma, pudiéndose obtener hasta
millones de copias en un tubo de ensayo. En un
estudio realizado por Jeng et al. (2003), reportaron
el analisis de semillas de soya y sus productos para
detectar la presencia de genes de soya Roundup
Ready. La mayor parte de los productos de soya
son generados a partr de un proceso de
calentamiento, el cual dafa el ADN utilizado para la
reaccion de PCR. Sin embargo por PCR se logro la
amplificacion de segmentos de OGM (genes epsps,
lectin y del promotor 35S) en los productos
terminados de soya. La fermentacion es otra parte
importante del proceso de productos a base de
soya, en donde el ADN después de un largo periodo
de fermentacién (mas de 180 dias) es severamente
dafado. Por lo que el gen epsps no fue detectado
en las muestras analizadas.

En México, un estudio mas reciente en donde se
analizaron muestras de soya procedente de EUA
para identificar la presencia de los genes
transgénicos, reveld en las muestras importadas la
presencia de secuencias de los genes epsps, cry 1A
y del promotor 35S CaMV. De la soya identificada
como transgénica se elaboraron diferentes
alimentos (t6fu, leche, yogurt, chorizo, harina y
germinados) y se tomaron muestras de los puntos
criticos de su elaboracién de acuerdo a cambios
drasticos de temperatura y pH. En este trabajo se
identificd la presencia del promotor en el 45% de las
muestras y el gen crylA en el 35%. No se logro
detectar la presencia del gen epsps en los
alimentos, aun cuando en la soya a granel se
detect6 en 9 de 10 muestras (Gonzalez, 2004).

PCR multiple

Muchos de los productos de PCR para la
deteccion de OGM involucran reacciones que
amplifican una sola secuencia blanco. PCR muiltiple
es una variacion de la técnica convencional en
donde dos o0 mas secuencias blancos son

simultaneamente amplificadas en la misma
reaccion. Este método tiene gran fiabilidad,
flexibilidad y una reduccion de costos (James et al.,
2003).

En el caso de una PCR multiple, lo que se
persigue es amplificar simultaneamente, en un solo
tubo distintas secuencias especificas, lo cual
necesariamente implica que los reactivos mezclados
y el programa utlizado sean suficientes y
adecuados para permitir la deteccion de cada
segmento y no inhibir la identificacion de los demas.
Con este fin, algunos parametros, como la
concentracién de magnesio y de iniciadores, y el
tipo y la cantidad de ADN polimerasa, pueden
ajustarse experimentalmente. Para otros
parametros, en cambio, debe realizarse un disefo
exhaustivo previo (Méndez-AIvarez & Pérez-Roth,
2004). Un sistema multiple ideal es el que es capaz
de detectar las secuencias blanco comunes de
OGM (secuencias de promotores, terminadores y/o
transgenes), que sea capaz de identificar lineas
especificas y que pueda simplificar el proceso de
deteccion e identificacion de OGM (James et al.,
2003).

Estudios recientes han descrito el uso de PCR
multiple como un ensayo rapido y conveniente para
la deteccion de OGMs. Germini et al. (2004a),
propusieron un método basado en PCR multiple
para la deteccion simultanea de 4 tipos de maiz
transgénico (MON810, Bt11, Bt176 y GA21), uno
para soya (Roundup Ready o RR) y dos controles
(el gen zein para maiz y el gen lectin para soya), en
semillas, materia prima y alimentos procesados. En
este trabajo se reporta la utilizacion de 7 pares de
iniciadores en la misma reaccion, y se observo que
la longitud del segmento amplificado fue un factor
importante para la deteccion de ADN transgénico en
alimentos procesados. La degradacién del ADN
durante la elaboracién del alimento puede dar a
veces falsos negativos. Por esta razon se disefiaron
iniciadores que amplificaran segmentos con
longitudes no mayores a 270 pb, para la deteccion
de OGM hasta en productos altamente procesados.
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Otro caso similar es el reportado por James et al.
(2003), donde se disefid un protocolo de PCR
multiple para la deteccion de los 9 cultivos
transgénicos mas comunes para la soya (Roundup
Ready), maiz (event 176, Bt11, Mon810, T14/25) y
canola (GT73, HCN92/28, MS8/RF3, Oxy 235). Se
utilizaron combinaciones de iniciadores que
permitieran la identificacion de lineas especificas.
En uno de los sistemas de identificacion fue
utilizada la amplificacion simultanea (simultaneous
amplification profiling) en vez de una deteccion del
blanco especifico, para la identificacion de 4 lineas
de maiz GM, la amplificacién no especifica fue
utilizada como una herramienta confiable para la
identificacion de una linea de maiz GM. El iniciador
cry1A 4-3' (antisentido) reconoce dos sitios en el
ADN patrén extraido de maiz transgénico evento
176, resultando en la amplificacion de productos de
152 pb (esperado) y 485 pb (no esperado). El ultimo
fragmento fue secuenciado y se confirmé que era el
gen crylA(b). La amplificacién simultdnea tiene la
habilidad de identificar lineas especificas de GM, asi
como la identificacion de nuevas lineas de OGM
que contienen transgenes similares.

Con la finalidad de obtener andlisis mas
eficientes se han propuesto metodologias
alternativas, un ejemplo Rudi et al. (2003) disefiaron
un ensayo basado en PCR multiple para la
cuantificacion de ADN. Este método esta basado en
2 etapas de PCR, en los primeros ciclos se utilizan
iniciadores bipartitas los cuales contienen en la
terminacion 5 una secuencia universal y en la
region 3’ una secuencia especifica para cada uno
de los eventos genéticamente modificados que se
analizan. Los iniciadores no utilizados son después
degradados con una exonucleasa especifica para el
ADN de cadena sencilla. La segunda etapa de PCR
es realizada conteniendo solo iniciadores
complementarios a la secuencia universal de la
regiéon 5. La remocion de los iniciadores es esencial
para la PCR cuantitativa. Los oligonucleétidos
acoplan a fragmentos internos de los productos de
PCR y son después marcados para secuencias
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especificas. El acoplamiento de los oligonucleétidos
marcados a sus secuencias complementarias en un
arreglo de ADN, permite la deteccién multiple. Con
esta metodologia se obtuvo informacién cuantitativa
en un rango de 0.1-2% para los diferentes GM
analizados. En este articulo se analizaron 17
diferentes muestras de alimentos y semillas
utilizando un sistema de 20-plex para la deteccion
simultanea de siete lineas diferentes de maiz GM
(Bt176, Bt11, Mon810, T25, GA21, CBH351 y
DBT418).

PCR en Tiempo Real (Rti-PCR)

De acuerdo con las regulaciones europeas, la
cuantificacion es esencial para el etiquetado de
OGM vy para cumplir con estas regulaciones hay
muchos programas de investigacion para el
desarrollo de métodos confiables, especificos,
estandarizados y cuantitativos para la deteccion de
OGM en alimentos y semillas (Hernandez et al.,
2004). El uso de PCR en tiempo real es un sistema
practico y rapido como método cuantitativo para la
deteccion de OGM en muestras de alimentos
procesados (Ding et al., 2004; Hernandez et al.,
2004). Esta técnica de PCR ha hecho posible
cuantificar la cantidad inicial de acidos nucleicos
durante la reaccion de PCR sin la necesitad de
analisis posteriores (Mason et al., 2002). Ademas,
mediante deteccion por fluorescencia se puede
medir durante la amplificacion, la cantidad de ADN
sintetizado en cada momento, ya que la emisién de
fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto
permite conocer y registrar en todo momento la
cinética de la reaccion de amplificacion. Los
sistemas de deteccién por fluorescencia empleados
en la PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos:
agentes intercalantes y sondas especificas
marcadas con fluorocromos (Costa, 2004).

Los agentes intercalantes son fluorocromos que
aumentan notablemente la emisién de fluorescencia
cuando se unen a ADN de doble hélice. EI mas
empleado en PCR a tiempo real es el SYBR Green
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I. Las sondas especificas marcadas con
fluorocromos, son sondas marcadas con dos tipos
de fluorocromos, un donador y un aceptor. El
proceso se basa en la transferencia de energia
fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las
dos moléculas. Las més utilizadas son las sondas
de hidrdlisis, denominadas también sondas
TagMan, las sondas molecular beacons y las
sondas FRET (Costa, 2004). Utilizando este método
un gen blanco que puede ser cuantificado por la
preparacion de una curva estandar de cantidades
conocidas del gen y por la extrapolacién de la linea
de regresién. Este sistema requiere iniciadores
para el transgen y para el gen de referencia
especifico (Ding et al., 2004).

Zhang et al. (2003), disefiaron un nuevo método
de PCR en tiempo real utilizando una sonda
adherida a un templado universal. En el disefio, la
secuencia del templado universal, es de
aproximadamente 20 pb en tamafo y puede
complementarse a la sonda para este templado,
después el templado es adherido a la regiéon 5" de
un iniciador comun que es especifico a la secuencia
que se desea amplificar. La sonda para el templado
universal es marcada con un reportero fluorescente
en su terminacion 5° y con un quencher en su
extremo 3. Durante la fase de acoplamiento la
sonda universal se une al extremo 5" del templado
universal-iniciador de PCR y la terminacién 3" de
esta se une a la secuencia que sera extendida.
Debido a la actividad 5° exonucleasa de la ADN
polimerasa la sonda universal acoplada es
hidrolizada propiciando la separacién del reportero y
del quencher y la generacibn de una sefal
fluorescente. En este caso el mismo grupo de
secuencias universales y de sondas universales
puede ser usado para diferentes iniciadores.

Debido a que la soya y el maiz son los cultivos
transgénicos mas difundidos a nivel mundial se han
disefiado ensayos especificos para la deteccion y
cuantificacion de residuos de estos cultivos en
alimentos. En el 2004 Rott et al., detectaron la
presencia de soya RR y determinaron los tipos de

alimentos en los cuales es posible encontrar ADN
de soya. En un segundo ensayo cuantificaron la
cantidad de soya RR presente en las muestras que
dieron positiva en el primer ensayo. En los ensayos
cuantitativos se observaron dos grupos: los
alimentos con trazas de soya RR (£0.4%) lo que
sugiere una contaminacion de soya con soya RR y
los alimentos con altos niveles de soya RR.

Para el caso del maiz Hernandez et al. (2004),
desarrollaron y compararon 4 sistemas de PCR en
tiempo real especificos para la cuantificacion de
maiz transgénico, con 4 diferentes genes blancos
(adhl, hmga, ivrl y zein). Los 4 sistemas fueron
muy especificos, mostrando una cuantificacion muy
similar, altamente sensible y exhibiendo los limites
de cuantificacion por debajo de las 100 copias de
ADN. Por lo tanto los 4 métodos son confiables para
ser usados como controles de referencia para el
analisis de OGMs.

Utilizaciébn de Gel de Electroforesis Capilar con
Fluorescencia de L&ser inducido

Con el incremento de los OGMs que han sido
desarrollados para aplicaciones en alimentos, la
habilidad de detectar diferentes secuencias
transgénicas en una sola reaccion se ha convertido
en una caracteristica importante en cualquier
método de deteccion (Garcia-Cafas et al., 2002b).
Sin embargo, hay una demanda por nuevos
métodos analiticos los cuales contribuyan a dar
informacion nueva 'y confiable para la
caracterizacion de los alimentos transgénicos
(Garcia-Canas et al., 2002a). Muchos de los
métodos analiticos propuestos para determinar el
contenido de OGM en alimentos estan basados en
la PCR debido a la sensibilidad, especificidad y
aplicabilidad en el analisis de matrices complejas de
alimentos. El procedimiento habitual consiste en la
separacion de los productos de PCR por geles de
electroforesis, tefiidas con bromuro de etidio,
grabando la imagen utilizando un digitalizador de
imagen, y la cuantificacion de los fragmentos de
ADN con un software especializado. Sin embargo
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estos procedimientos son poco reproducibles y
precisos, requieren grandes cantidades de muestra
y mucho tiempo. En resumen la resolucién limitada
de los geles de electroforesis imponen restricciones
en el disefio de estandares internos (Garcia-Canas
et al., 2004a).

El uso en conjunto de PCR y geles de
electroforesis capilar (CGE) parece ser una buena
alternativa para la deteccion de organismos
transgénicos en alimentos, basados en el andlisis
de ADN. En combinacion con PCR competitiva, el
analisis CGE permite la deteccion precisa de los
diversos transgenes amplificados, como wuna
alternativa a PCR en tiempo real. Sin embargo la
deteccion por UV en CGE tiene poca sensibilidad y
generalmente no puede ser aplicado en muestras
con concentraciones por debajo de 10°® M. El uso
de fluorescencia por laser inducido (LIF) en CGE
incrementa dramaticamente el limite de deteccion
en comparacién con el obtenido con UV (Garcia-
Canas et al., 2002b). Esta técnica involucra un alto
nivel de automatizacion, utiliza minimas cantidades
de muestras y reactivos, es capaz de producir
separaciones de productos de PCR con gran
eficiencia, y se ha probado que es una buena
alternativa para obtener resultados precisos y
sensibles en la cuantificacion de los fragmentos de
ADN amplificados por PCR (Garcia-Canas et al.,
2004a).

Utilizando geles de electroforesis capilar Garcia-
Canas et al. (2002a) detectaron la presencia de
maiz transgénico en harina. El método esta basado
en la extraccion y amplificacion por PCR de
fragmentos especificos de maiz transgénico y el
analisis posterior por geles de electroforesis capilar
con deteccion de UV y fluorescencia de laser
inducido. Un resultado mas sensible fue obtenido
con el detector de laser inducido, por ejemplo en
una muestra de harina de maiz se mostré una
contaminacion que no habia sido detectada por UV,
lo cual hubiera generado un falso positivo.

Para reducir costos y obtener analisis mas
eficientes se han combinado metodologias, Garcia-
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Canas et al. (2004b), disefiaron un método para la
deteccion simultanea de 5 maices transgénicos
utilizando PCR multiple, seguido de electroforesis
capilar por fluorescencia de laser inducido. En este
método se utilizé un protocolo de PCR hexaplex
para la amplificacion de 5 variedades de maiz
transgénico (Bt11, T25, MON810, GA21, y Bt176), y
se demostrd que el uso de geles de electroforesis
por fluorescencia de laser inducido es muy util e
informativo para la optimizacién de parametros de
PCR multiple como son: el tiempo de extension, la
concentracion del buffer de PCR y de los
iniciadores. Este método desarrollado es muy
sensible y ademas resuelve los problemas de falsos
positivos.

Microarreglos

La tecnologia de microarreglos puede
incrementar la facilidad y velocidad del analisis de
los productos de PCR. Microarreglos de ADN es un
sistema analitico que permite la deteccion
simultdnea de muchas secuencias de &cidos
nucleicos en una muestra. Cada secuencia de ADN
es representada por un enlace covalente de una
sonda oligonucleétida sobre la superficie modificada
de un pedazo de vidrio. Las sondas en el arreglo
son hibridados con el marcador fluorescente para
productos de PCR. Un andlisis de escaner revela la
presencia del material marcado conteniendo las
secuencias complementarias de aquellas marcadas
en el microarreglo (Germini et al. 2004b).

Acidos Nucleicos Peptidicos (PNASs)

Los acidos nucleicos peptidicos (PNAs) son
analogos de los oligonucleicos en donde el azucar-
fosfato ha sido reemplazado por la cadena
pseudopéptica del mondmero N-aminoetilglicina
(Germini et al., 2004b). A diferencia de los acidos
nucleicos, los PNAs no contienen pentosas ni
grupos fosfato. La principal ventaja de estas
moléculas biomiméticas frente a sus analogos
naturales es su gran afinidad para establecer
enlaces con cadenas de ADN. La falta de repulsion
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electrostatica entre ellas hace que dichos enlaces
sean mas fuertes que los existentes entre dos
hebras de ADN (Gonzaélez et al., 2005).

Germini et al. (2004b), reportaron la combinacién
de la tecnologia de microarreglos con PNAs para la
deteccion de soya genéticamente modificada.
Diferentes PNAs fueron disefiados, sintetizados vy
unidos covalentemente a las superficies funcionales
para construir un microarreglo y poder identificar el
gen constitutivo lectin y la region del gen
correspondiente a Roundup Ready de la soya
genéticamente modificada. El efecto de la longitud
del PNA en la intensidad de la sefal y la
especificidad fue evaluado asi como las condiciones
de deteccion de los productos de PCR tanto de
cadenas simples como dobles. Los mejores
resultados se obtuvieron con los productos de PCR
de cadena simple y con PNAs largos. Las ventajas
de este método encima de otras tecnologias son:
los PNAs son mas eficientes y forman hibridos mas
estables que los oligonucledtidos, los PNAs son una
secuencia altamente especifica y los microarreglos
permiten el analisis molecular simultdneo de
muchas secuencias.

Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR)

Este método estd basado en biosensores
capaces de desempefar un andlisis de interaccion
bioespecifica (BIA biospecific interaction analysis)
para el monitoreo de una variedad de reacciones
moleculares en tiempo real. Es una técnica optica
que detecta y cuantifica cambios en el indice de
refraccion en la proximidad de una superficie del
chip sensor en el cual los ligandos son
inmovilizados, permitiendo la deteccion de
biomoléculas (analitos) interaccionando con el
ligando. Si el ligando es una cadena simple de ADN
marcado con biotina, la tecnologia SPR puede
monitorear facilmente el acoplamiento ADN-ADN en
tiempo real (Feriotto et al., 2003).

La resonancia de plasmones superficiales es un
fendbmeno O6ptico que ocurre cuando una luz
polarizada se dirige desde una capa de mayor

indice de refraccion (un prisma) hacia una de menor
indice de refraccién, que en este caso es una capa
metalica, de oro o de plata, que se sitia entre el
prisma y la muestra. La luz que incide en la interfase
entre el metal y el prisma provoca la excitacion de
un plasmon superficial para un determinado angulo
de incidencia de dicha luz, el cual depende
fuertemente del indice de refraccion del medio
colindante a la lamina metélica, por lo que las
variaciones que se produzcan en el mismo van a ser
detectadas como cambios del angulo que sera
proporcional a la concentracion. Puede utilizarse
también un marcaje con moléculas fluorescentes.
Esto presenta como ventaja una mejora en la
sensibilidad relativa por la reflexion total interna de
fluorescencia. La instrumentacion que requiere este
tipo de analisis es un sensor, un detector de SPR,
software para el control y tratamiento de datos y un
sistema para introducir los reactivos y analitos en la
superficie del sensor (Gonzalez et al., 2005).

El analisis de interaccién bioespecifica empleando
resonancia de plasmones superficiales vy
tecnologias de biosensor es una propuesta facil,
rapida y automatica para la deteccion de OGMs.
Feriotto et al. (2002), propusieron una metodologia
que consiste en la inmovilizacidon del blanco de
oligonucledtidos sintéticos de cadena sencilla en el
chip sensor y la inyeccién de la muestra de ADN
especifico diferente en longitud (Fig. 1A). Este
formato es de gran importancia para el estudio de
relaciones entre las longitudes de sondas, la
eficiencia de la hibridacién del ADN blanco y la
estabilidad de los hibridos moleculares generados.
Un segundo, tercero y cuarto formato son relevantes
para propositos de diagndstico y estan basados en
PCR mediante la amplificacién de secuencias de los
genes que quieren ser identificados. En la Fig. 1B,
la PCR se lleva a cabo utilizando un iniciador
marcado con biotina inmovilizado en un chip sensor
y es analizado por la inyeccion de un oligonucleétido
compatible. En la Fig. 1C las sondas son
inmovilizados en el chip sensor y el producto de
PCR asimétrico que sera analizado se inyecta. En la
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Fig. 1D las muestras generadas por PCR son radioactivos, el procedimiento es llevado a cabo en
inmovilizadas en el chip sensor y los productos tiempo real, y pequefias cantidades del ligando y
asimétricos que seran analizados se inyectan. En el analito son requeridas para obtener resultados.

uso de esta tecnologia, tiene mucha importancia el
hecho de que no se necesite marcadores

A Blanco de B
roducto de
Muestra Blanco de Muestra P PCR
de ADN oligonucledtidos de ADN
—>
| o
Il
J Superficie del
chip sensor
Producto de PCR C Producto de PCR
que es inyectado que es inyectado D

Muestras de
productos de
Muestra PCR
de ADN

J Superficie del
chip sensor

Fig. 1. Estrategias experimentales y formatos para la deteccion de OGMs utilizando SPR basado en BIA y cf
sensores que transportan oligonucleétidos o productos de PCR de lectin o Roundup Ready.
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Feriotto et al. (2003), disefiaron y realizaron pruebas
de un protocolo de SPR basado en un analisis de
interaccién bioespecifica (BIA) para determinacion
cuantitativa de OGMs. El protocolo esta basado en la
inmovilizacién de los productos de PCR multiples en
un simple chip sensor de flujo celular cubierto de
estreptovidina y la inyeccion de sondas especificas. Los
productos zeina marcado con biotina y Bt-176 fueron
inmovilizados en el chip sensor SA tomando ventaja de
la interaccion estreptovidina-biotina. Este protocolo esta
basado en la inmovilizacién del producto de PCR
multiple en un chip sensor de flujo celular simple
utilizando iniciadores marcados con biotina y la
inyeccion consecutiva de una sonda de nucleétidos
compatibles. Para producir la doble cadena de las
secuencias del gen blanco, se tiene que llevar a cabo
PCR multiple utilizando ADN gendmico patréon con un
exceso de iniciadores Bt-R y ZM-R con su respectivo
biot-Bt-F y biot-ZM-F marcados con biotina. Esto fue
hecho para minimizar la presencia del marcaje con
biotina, de los iniciadores no incorporados en la mezcla
de PCR. Los productos finales de PCR multiple zein y
Bt-176 fueron purificados con Microcon-30. El analisis
en gel de agarosa y la secuenciacién directa de los
productos de PCR confirmaron la especificidad de la
reaccion de PCR. Los resultados se compararon con
Southern blot y PCR cuantitativo usando ABI Prism
7700.

CONCLUSIONES

El auge que ha creado el desarrollo de nuevas
metodologias para la deteccion de organismos
genéticamente modificados se debe a las nuevas
regulaciones que existen a nivel mundial para la
liberacion de alimentos trangénicos. Por lo tanto los
laboratorios necesitan desarrollar metodologias de
deteccion mas eficaces, las cuales consuman menos
tiempo y dinero.
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