TECNICAS MOLECULARES
DE DETECCION DE
PATOGENOS Y DE SUS

FACTORES DE VIRULENCIA




TECNICAS
MOLECULARES:VENTAJAS

RAPIDEZ

SENSIBILIDAD

NO NECESITAN MICROORGANISMO VIABLE
DETECTAN MICRORGANISMOS INDETECTABLES

POR LAS TECNICAS CONVENCIONALES

RESULTADO NO ESTA SUJETO A LA EXPRESION
FENOTIPICA

ESPECIFICIDAD




TECNICAS
MOLECULARES:INCONVENIENTES

LA PRESENCIA DE ACIDO NUCLEICO NO ES SINONIMO DE
ENFERMEDAD INFECCIOSA

ALTA SENSIBILIDAD FAVORECE CONTAMINACIONES Y
FALSOS POSITIVOS EN ALGUNAS TECNICAS (PCR)

NECESIDAD DE CONOCER BIEN EL GENOMA DEL
MICROORGANISMO PARA CONSEGUIR UN RESULTADO VALIDO

REALIZADAS POR PERSONAL NO ESPECIALIZADO EN
BIOLOGIA MOLECULAR PUEDEN DAR RESULTADOS NO FIABLES

INTERPRETACION POR EL CLINICO Y VALORACION DE SU
SIGNIFICADO EN EL PACIENTE




TECNICAS MOLECULARES

deteccion de plasmidos de
virulencia y estudios epidemiologicos.
deteccion de genes especificos

con una alta sensibilidad.

hibridacion simultanea con cientos de sondas en
un microchip.
técnica estandar de
tipado genético o DNA- fingerprinting.
deteccion muy
rdpida y sensible de secuencias predeterminadas.
técnica de resultado definitivo.

deteccion de variaciones

alélicas en genes especificos.




TECNICAS DE HIBRIDACION
CON SONDAS

PRINCIPIO BASICO DEL ENSAYO DE HIBRIDACION:

1- DESNATURALIZACION DEL DNA DIANA Y
FIJACION A UN SOPORTE

2- MARCAJE DE UNA SONDA MONOCADENA

3- HIBRIDACION: MEZCLA Y RENATURALIZACION

4- DETECCION DE LOS HIBRIDOS




SOPORTES DE HIBRIDACION

1- FASE LIQUIDA: en tubo, placa de
microtitulacion

2- SOPORTE SOLIDO: filtro de nylon

DOT-BLOT y SLOT-BLOT
SOUTHERN BLOT
NORTHERN BLOT

3- IN SITU: portaobjetos




CLASES DE SONDAS

“TIPOS DE SONDAS: DNA, RNA. NUCLEOTIDOS.

-MARCAJES: DIGOXIGENINA, BIOTINA,
FLUOROCROMO, PEROXIDASA, FOSFATASA
ALCALINA,ISOTOPOS RADIOACTIVOS.

-METODO DE OBTENCION: DIGESTION CON
ENDONUCLEASAS, CLONACION, PCR, SINTESIS
QuimIca




pBR322: SONDA DE
LA BETALACTAMASA
TIPO TEM

10 20 . 30
MetSerIleGlnHisPheArgValAlaLeuIleProPhePheAlaAlaPheCyuLeuProValPheAla”i.PrcGluThrLeuVaZLchalLyaAcp
AGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGAT

220 260 260 200 300
TCATACTCATAAGTTGTAAAGGCACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAGGACAAAAACGAGTGGGTCTTTGCGACCACTTTCATTTTCTA

wo 50 60
AlaGluAspGlnLeuGlyAlaArgValGlyTyrIleGluLleudspLeuAanSerClyLyslleleuGluSerPheArgProGluGluArgPheProMetNet
GCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATG

320 3u0 360 300 . 400
CGACTTCTAGTCAACCCACGTGCTCACCCAATGTAGCTTGACCTAGAGTTGTCGCCATTCTAGGAACTCTCAAAAGCGGGGCTTCTTGCAAAAGGTTACTAC

70 00 90 100
SarThrPheLyaVachuLcuCylGlyAlaVuZLcuScrArgValAlpAluGlyGlnGluGlnLcuCZgArgﬁrg!ltﬁilTyrStrGZnAsnAlpLauVal
AGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTT

w20 o 1) “80 500
TCGTGAAAATTTCAAGACGATACACCGCGCCATAATAGGGCACAACTGCGGCCCGTTCTCGTTGAGCCAGCGGCGTATGTGATAAGAGTCTTACTGAACCAA

110 120 130
GluTyrSerProValThrGlulysHisLleuThrAepGlyMetThrValArgiluleuCyaSerAlaAlalleThrMetSerAapAsnThrAlaAlaAsnLleu
GAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGA TAACACTGCGGCCAACTTA

520 sS40 ; 560 580 600 2
CTC]TGAGTGGTCAGTGTCTTTTCGTAGlATGCCTACCGTACTGTCATTCTCTTAATACGTCACGA‘GGTATTGGTACTCACTATTGTGACGCCGGTTGAlT

140 150 160
LcuLtuThrThrIlaGlyGlyProLyaGluLauThrAlaPheLeuﬁicAauMctJ/gAnyﬁiaValThrArquuAlpArgTrpGluProGluLcuAnnGlu
CTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGEAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGAYCATETAACTCGCCTTGAT;GTTGGGAACCGG@GCTGA&TGAA

620 640 660 600 700
GAAGACTGTTGCTAGCCTCCTGGCTTCCTCGATTGGCGAAAAAACGTGTTGTACCCCCTAGTACATTGAGCGGAACTAGCAACCCTTGGCCTCGACTTACTT

X
170 180 190 " 200

AlaIleProAsnAspGluArgAepThrThrNetProAlaAlaNetAlaThrihrieuArylyeleuleuThrGlyGluleulcuThrleudlaSerdrgGln
GCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA

720 740 : 760 780 000
CGGTATGETTTGCTGﬁTCGCAﬁTGTGGTGCTACGﬁACGTCGTTACCGYTGTTGCAACBCGTTTGATAATTGACCGCrTGATGAATGAGATCGAAGGBCCGTT

210 220 g 230
GinLeuIleAspTrpNetGluAlaAspLysValAlaGlyProleuleuArgSerAlaleuProAlaGlyTrpPhelleAlaAspLysSerGlyAlaGlyGlu
CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAG

820 840 060 a0 900
GTTAATTATCTGACCTACCTCCGCCTATTTCAACGTCCTGGTGAAGACGCGAGCCGGBAAGGCCGACCGACCAAATAACGACTATTTAGACCTCGGCCACTC

240 250 260 270

ArgClySerArgGlyIlelleAlaAlaleuGlyProAspGlyLysProSerArgIleValVallleTyrThrThrGlySerGinAlaThrNetAepGludrg
CGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGA

920 940 960 20 1000 1020
GCACCCAGAGCGCCATAGTAACGTCGTGACCCCGGTCTACCATTCGGGAGGGCATAGCATCAATAGATGTGCTGCCCCTCAGTCCGTTGATACCTACTTGET

280 06
AsnArgGlnIleAlaGlulleGlyAlaSerLeulleiysHiaTrp
AATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGA

1040 1060 1000 1100
TTATCTGTCTAGCGACTCTATCCACGGAGTGACTAATTCGTAACCATTGACAGTCTGETTCAAATGAGTATATATGAAATCT




HIBRIDACION EN COLONIAS CON UNA SONDA TEM MARCADA CON DIGOXIGENINA




HIBRIDACION EN DOT-BLOT CON UNA SONDA TEM MARCADA CON DIGOXIGENINA




HIBRIDACION SOUTHERN-BLOT CON UNA SONDA TEM MARCADA CON DIGOXIGENINA




SONDA TEM1 (GIn 37)| 5-ACCCAACTGATCTTCAG-3

SONDA TEM2 (Lys 37) | 5-ACCCAACTTATCTTCAG-3'

SerIleGlnHisPheirgV. AlaGluAspGlnLeuGlyA
AGTATTCAACATTTCCGTG  GCTGAAGATCAGTTGGGTG

220 320
TCATAAGTTGTAAAGGCAC  CGACTTCTAGTCAACCCAC

10 20 £ 30
MctSarlchlnHi-PhcdrgValAlaLcuIlcProPhePhcAlaAlaPhaCychuProValPhtAlaHiuPraGluThrLcuVaZLyaValLy.A'p
AGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGAY

220 260 260 280 300
TCATACTCAYAAGYTGTAAAGGCACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAGGACAAAAACGAGTGGGTCTTTGCGAC;ACTTTCATTTTCTA

«0 S0 60
AlaGluAapGlnLcuGlyAlaArgVulGlyTyrIchluLcuA.chuA.nSchlyLleLchuGZuSerPhcAerraGluGluArgPthraMetNtc
GCTGAAGATCAGTTGGGYGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGYAAGAYCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGYTTTCCAATGAYG

SONDAS TEM DE OLIGONUCLEéTIDOS CGACTTCYAGTC:;:CQCGTGCTCACCCAAT;;;GCTTGACCTAGAGTTGYE;ZCATTCTAGGMCTCTCA;::GCGGGGCT?CYTGCAM:;;YTACTAC
PARA IDENTIFICAR MUTACIONES "o “ o

SchhrPheLyuVachuLcuCy'GlyAlaVachuScrArgValAnpAlnGlyGlnGluGlﬂLcuGlyArgArgllaﬁi.TyrSchlnAnnA:pL:uVul
AGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGYTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACYYGGTT

L20 wuo “60 “e0 500
TCGTGAAAATTTCAAGACGATACACCGCGCCATAATAGGGCACAACTGCGGCCCGTTCTCGTTGAGCCAGCGGCGTATGYGAYAAGAGTCTTACTGAACCAA
110 120 130
GluTyrSchraValThrGluLyaMichuThrAapGlyMntThrValArgGluLeuEycsarAlaAlalleThrNa:ScrAnpAlnThrAlaAlaAanLcu

GAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATYATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGAfAACACTGCGGCCAACTTA

520 S40 560 580 €00
CTCATGAGTGGTCAGTGTCTTTTCGTAGAAYGCCYACCGTACTGTCATTCTCTTAATACGTCACGACGGTATY667ACTCACTATTGTGACGCCGGTTGAAT

160 150 160
LauLnuThrThrIlaGlyGlyFroLyaGluLcufhrAlaPhaLeuﬁi.A.nﬂctGlgAnruinV¢lThrArchuA.pArgTrpGluProGluLauAnnGlu
CTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAA

620 640 660 600 700
GAAGACTGTTGCTAGCCTCCTGGCTYCCTCGATTGGCGAAAAAACGYGTTGTACCCCCTAGTACATTGAGCGGAACTAGCAACCCTTGGCCTCGACTTACTT

\
170 180 190 " 200

AluIlaProAlnAchluArgAinhrThrNatPraAlaAlathAlaThrihrLauArnguLcuLeuThrClyGluLcuLcuThrLcuAlas.rArgGln
GCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA

720 740 760 780 800
CGGTATGGTYTGCTGCYCGCACTGTGGTGCTACGGACGTCGYTACCGTTGTTGCAACGCGYTYGATAATTGACCGCfTGATGAAYGAGATCGAAGGGCCGTT
210 220 230
OlubaullaAapTrpuctGluAlaAupLtualAlaGlyPraLzuLeuArgScrAlaLcuPraAlaGlgTerhcllaAlaA.pLyuSchlyAlaclyulu

CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTA?TGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAG

820 880 a60 0o %00
GTTAAYTATCTGACCYACCTCCGCCTATTYCAACGTCCTGGVGAAGACGCGAGCCGGGAAGGCCGACCGACCAAATAACGACTAYTTAGACCTCGGCCACTC

GlyTrpPhelleAlaAspl
GGCTGGTTTATTGCTGATA

900
CCGACCAAATAACGACTAT




8 9 10 11 12 13

HIBRIDACION SOUTHERN-BLOT CON SONDAS DE OLIGONUCLEOTIDOS TEM-1 Y TEM-2
PARA IDENTIFICAR MUTACIONES
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HIBRIDACION SOUTHERN-BLOT CON UNA SONDA DE LA CARBAPENEMASA OXA-40
EN EXTRACCIONES DE PLASMIDOS DE AISLAMIENTOS CLINICOS DE A. baumannii




DNA MICROARRAYS




DNA MICROARRAYS/BIOCHIP/DNA CHIP/GENE ARRAY

ANALIZAN EL GENOMA COMPLETO DE UN
MICROORGANISMO

HIBRIDACION CON SONDAS
PLACAS MICROTITULACION O

MEMBRANAS DE BLOTTING

PUEDEN SER CREADOS EN EL
LABORATORIO O USANDO ROBOTICA

MACROARRAY: SENALES > 300 MICRAS
MICROARRAY: POCILLOS < 200 MICRAS




APLICACIONES

IDENTIFICACION DE SECUENCIAS (GENES,
MUTACIONES..)

DETERMINACION DEL NIVEL DE
EXPRESION GENICA

DESCUBRIMIENTO DE GENES

DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES

~ FARMACOGENOMICA: DESARROLLO DE
FARMACOS

TOXICOGENOMICA:  INVESTIGACION
TOXICOLOGICA




DISENO

SONDA: DNA (500-500 pb),oligonucleétido (20-80 mer)
FABRICACION DEL CHIP
MUESTRA MARCADA (RNA, DNA)

EXPERIMENTO: Hibridacion, Fluorometria, Real-Time
PCR....)

LECTURA DEL RESULTADO
ANALISIS INFORMATICO




TECNICAS DE TIPADO GENETICO O
DNA- fingerprinting

ANALISIS DE PLASMIDOS (ver temas 2 del Nivel
basico y 8 del Nivel especifico .

RIBOTIPADO: hibridacion con sondas de rDNA.
Tecnica clasica de escasa utilizacion actual.

PCR-FINGERPRINTING: técnica de screening rapido
pero que no permite comparaciones interlaboratorios.

PFGE (PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS):
técnica considerada el estandar internacional.

MULTILOCUS SEQUENCE TYPING: muy (til para
identificar variaciones alélicas




1.DELIMITAR EL ORIGEN Y EXTENSION DE UN BROTE

INFECCIOSO (CONOCER SI UN GRUPO DE AISLAMIENTOS TIENE UN ORIGEN
COMUN O SI REPRESENTAN CASOS ESPORADICOS NO RELACIONADOS ENTRE SI)

2.ESTABLECER SI EXISTE INFECCION CRUZADA ENTRE PACIENTES

3.MOSTRAR LA EVOLUCION DE LA INFECCION A LO LARGO DEL

TIEMPO (PERSISTENCIA DE LA MISMA BACTERIA, EMERGENCIA DE NUEVAS MAS
VIRULENTAS)

4 EVALUAR LA EFICACTA DE UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO, LA
APARICION DE RESISTENCIAS EN EL ORGANISMO Y LA
RESPUESTA INMUNE DEL PACIENTE




ELECTROFORESIS EN CAMPO
PULSADO (PFGE)




J ) SEPARAR Y CALCULAR EL
TAMANO DE MOLECULAS GRANDES DE DNA

50-12.000 Kb.
SCHWARTZ Y CANTOR (1984)

-ANALISIS  COMPARATIVOS DE PATRONES DE
RESTRICCION CROMOSOMICOS

_CONSTRUCCION DE MAPAS CROMOSOMICOS
“TOPOLOGIA Y TAMANO DE CROMOSOMAS

- ANALISIS DE ELEMENTOS EXTRACROMOSOMICOS DE
PESO MOLECULAR ALTO




HASTA 30-50 Kb EL DNA MIGRA CON LA MISMA
MOVILIDAD SIN DEPENDER DEL TAMANO (BANDA
DIFUSA EN EL GEL)

-SI EL DNA SE FUERZA PARA QUE CAMBIE DE
DIRECCION LOS FRAGMENTOS DE LA BANDA DIFUSA

SE SEPARAN

- CON CADA REORIENTACION DEL CAMPO ELECTRICO
EL DNA MAS PEQUENO SE MUEVE EN LA NUEVA
DIRECCION MAS RAPIDAMENTE QUE EL DE GRAN
TAMANO







1.- PREPARACION DE LA MUESTRA
2.- PARAMETROS DE SEPARACION:

VOLTAGE
PULSOS

ANGULO DE REORIENTACION
BUFFER
TIPO DE AGAROSA Y CONCENTRACION
- TEMPERATURA DE LA CAMARA
- TIPO DE ESTANDARES
- CANTIDAD DE DNA INCLUIDO EN LAS MUESTRAS




1.- PATRONES DE RESTRICCION CROMOSOMICOS: ANALISIS
COMPARATIVO

- DNA FINGERPRINTING MEDIANTE ESTUDIO DE PERFILES DE
DIGESTION USANDO ENZIMAS DE SECUENCIAS DE RECONOCIMIENTO
LARGAS (INFRECUENTES A LO LARGO DEL GENOMA)

- TECNICA DE REFERENCIA

2. - ANALISIS FILOGENETICO
- ANALISIS DEL DNA MITOCONDRIAL

- COMPARACION DE rRNA 165

3.- MAPAS GENETICOS Y FISICOS Y TOPOLOGIA CROMOSOMICA
- COMBINAN PATRONES DE RESTRICCION VY TECNICAS DE
HIBRIDACION

- ELABORACION DE BASES DE DATOS DE MAPAS
CROMOSOMICOS




4. - DETERMINAR TAMANO EXACTO DE CROMOSOMAS

- TECNICAS CLASICAS (COLORIMETRIA, CINETICAS DE
RENATURALIZACION, ELECTROFORESIS BI-DIMENSIONAL, SUMA DE
FRAGMENTOS DE RESTRICCION): NO APORTAN DATOS EXACTOS Y
VARTIAN SEGUN LA TECNICA UTILIZADA

5.- ELEMENTOS EXTRACROMOSOMICOS DE ALTO PESO MOLECULAR

- MEGAPLASMIDOS: PFGE HA PUESTO EN EVIDENCIA QUE NO
SON TAN RAROS COMO SE CREiA




PATRONES DE RESTRICCION:
AISLAMIENTOS RELACIONADOS: PATRONES IGUALES

AISLAMIENTOS NO RELACIONADOS: PATRONES
DISTINTOS

ALTERACIONES DEL PATRON DURANTE EL BROTE:
* MUTACIONES PUNTUALES
* INSERCIONES
* DELECCIONES




1.

INDISTINGUIBLE: no hay diferencias
genéticas ni fragmentos diferentes con lo que
el aislamiento forma parte del brote.

. MUY RELACIONADO: 1 diferencia genética y

2-3 fragmentos diferentes

POSIBLEMENTE RELACIONADO: 2
diferencias genéticas y 4-6 fragmentos
diferentes

NO RELACIONADO: 3 o mas diferencias
genéticas y 7 o mas fragmentos diferentes.
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Sistema de andiis




MULTILOCUS SEQUENCE TYPING

TECNICA DE TIPADO QUE ANALIZA LAS
VARIACIONES DE LOS GENES “HOUSEKEEPING”

-BASE DE DATOS ACCESIBLE VIA INTERNET

-RECOMENDABLE VALIDAR LOS DATOS POR OTRAS
TECNICAS (PFGE)

\: SECUENCIAS REPETITIVAS EN TANDEM
(EL NUMERO DE UNIDADES REPETITIVAS ES
DISTINTO EN CADA AISLAMIENTO)




REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA




REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

VENTAJAS

‘SENSIBILIDAD

‘RAPIDEZ

‘DETECCION DE ORGANISMOS FASTIDIOSOS
‘NO NECESITA CELULAS VIABLES
‘DETECCION DE SECUENCIAS DESCONOCIDAS

INCONVENIENTES

‘FALSOS POSITIVOS/NEGATIVOS
‘REPRODUCIBILIDAD

‘VALIDACION INTERLABORATORIOS
‘INTERPRETACION CLINICA DEL RESULTADO
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PCR- fingerprinting

DEPENDIENDO DEL PRIMER:
-ERIC-PCR: secuencias repetidas

en enterobacterias
-AP-PCR

Perfiles en A. baumannii
Mediante el primer M13




MULTIPLEX-

BASADA EN LA TECNICA DE PCR TRADICIONAL
“INCLUYE MAS DE DOS “PRIMERS' EN LA MISMA REACCION

-POSIBILIDAD DE DETECCION DE DIVERSOS GENES EN LA
MISMA REACCION

- DIFICULTADES: SELECCION DE PRIMERS Y CONDICIONES DE
AMPLIFICACION




Multiplex-PCR para los genes de las familias de
carbapenemasas b/a o423 bla oxa-24/40 Pla oxa-51 Bla oxa-58

OXA-58-like :
OXA-23-like :

OXA-51-like :

OXA-24-like :




Multiplex-PCR para los genes de virulencia CsuE y OmpA y
la carbapenemasa bla oy 4.5,
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Multiplex-PCR para los genes de la integrasa Int 1 y de
las carbapenemasas b/a gy _23 bla oxa-24/40 Ol oxa-51

bla OXA-23 .. ~
bla OXA-51 ww s om ~-~_-“---_--
b/a OXA-40 . ors G e GRS -




REAL-TIME PCR

- PCR
- DETECCION CON SONDAS FLUORESCENTES

- REACCION DE UNA HORA

- SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD SIMILAR A
PCR CONVENCIONAL Y SOUTHERN BLOT

- MENOR RIESGO DE CONTAMINACION

- SIMPLICIDAD




TECNOLOGIA

DETECTA LA ACUMULACION DE dsDNA
- DETECCION SENSIBLE
- PERO NO ESPECIFICO

- DETECCION SENSIBLE Y ESPECIFICA
- TIPOS:
- 5" NUCLEASA (TagMan)
- MOLECULAR BEACONS (faros/balizas)
- SONDAS FRET
- TODAS SE BASAN EN LA TRANSFERENCIA DE
ENERGIA LUMINICA ENTRE DOS MOLECULAS
ADYACENTES (Fluorescence resonance energy
fransfer)




REAL-TIME PCR: FACTORES CRITICOS

EXTRACCION DE DNA: tipo de microorganismo,
presencia de inhibidores, degradacion...

SELECCION DE LA DIANA: las secuencias deben ser
dnicas, estar conservadas, que no haya polimorfismos

DISENO DE PRIMERS Y SONDAS:primers
especificos, que no formen estructuras secundarias, que
no haya interferencia con otras secuencias de la reaccion

OPTIMIZACION DEL PROCESO: concentracién de
cada reactivo, temperaturas....




REAL-TIME PCR: CONTROL DE CALIDAD

VERIFICACION Y VALIDACION
CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS
CONTROLES INTERNOS Y DE INHIBICION
REACTIVOS

CONTAMINACION




CUANTIFICACION: REQUISITOS

OBLIGATORIEDAD DE CONTROLES:
- EXTERNOS: PARA CALCULAR LA CANTIDAD

DE MOLDE EN LA MUESTRA
- INTERNOS: EVITAR FALSOS NEGATIVOS,

CUANTIFICAR

COMBINAR ESPECTROFOTOMETRIA CON ANALISIS
ESTADISTICO

EL RESULTADO DE EXPRESA EN RELACION AL
VOLUMEN DE MUESTRA, NUMERO DE CELULAS....




REAL-TIME PCR: TIPADO

DETECCION DE:MUTACIONES, INSERCIONES Y
DELECCIONES

FORMATOS UTILIZADOS:
-SYBR 6Green
-HyProbe

OLIGOS MAS ESPECIFICOS: BEACONS MEJOR QUE
LOS LINEALES

MISMATCHES" MAS DESESTABILIZADORES
INCLUYEN C (C:C, C:A, C:T) Y MENOS
DESESTABILIZADORES INCLUYEN G (6:T, G:A, 6:6)




REAL-TIME PCR: APLICACIONES

drea donde mayor impacto ha tenido,
estudios de coinfecciones, genotipos, carga viral

Deteccion de bacterias
fastidiosas, evita cultivo tradicional, monitorizacion
de la

Hasta el momento
han sido escasas pero comienzan a incrementarse




SECUENCIACION DE DNA




TECNICAS MOLECULARES

- PERMITE CONOCER LA SECUENCIA EXACTA DE

NUCLEOTIDOS

- TECNICA DE RESULTADO DEFINITIVO

- IMPRESCINDIBLE PARA EL DESARROLLO DE
SONDAS, PRIMERS PARA PCR, CLONING........

SECUENCIACION PARCIAL
DE GENES PARA LA DETECCION DE VARIACIONES ALELICAS
ESPECIFICAS.




IMAGEN RADIOGRAFICA RESULTADO
DE UNA SECUENCIACION MANUAL
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SECUENCIACION DEL GEN DEL INTEGRON DE CLASE 1

a EN Acinetobacter baumannii

Result file [Cione

~ [Curve type ~ [Operator T [pae
seqt abe alx [Clone02-36 5cS [Rawriog

Lucia s |August 18, 1999 10:14

L —ke > b RS L 2 L L v L L 1 —
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
I |

Pharmacia .
o Biotech AP0 Ferieaich bl diy O Pharm:eln ALFwin v1 10 - For research use only
S, e = Biotec!
Result fil KGione Curve type [Operator bate = e o
e 1y [Operator al
lseqt.ab@atx - Icione02:36 5CS [Rawitog Jiveia |August 18, 1999 10:07 Resultfiie [ctone aipeti ol
L ' A4

i seq1 a2 slx fclonetz365cs Rawitog Lucia August 18,1999 10:44

1

|

|

b=
i “feione T [urvetpe =7 Joperator i it e T A ) e O Byt < A s R b +
seql ab2 alx == lclone0z365cs Rawitog Jsis __|august 18, 1000 1000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 Bases

li Il | A0 0 O R fﬁf” Itk 31

Clone 36

ATCTTATKTCATACATIWTCTGCATHAAATTTAgCACATCACACTCCCTAAAACAMATAGCCAC
ATGWAMACAAYCCACTTCACATTTATACACCAAATTCTAGCTGCMRCATATKWKCGAATCTR
CCSCTCTDGATCGGTGAGGGCTGGGBGATCGATCCACGGCTAGGGCBTGTAACACGCWAGCA
CRATGATATTGATCTGACGTTTCCCGGCGAGAGGCGCGGCGAGCTCGAGGCAATGGTTGAAAT
GCTCGGCGGGCGCGWTCACGGAGGAGTTGGACTATGGATTCTTAGCGGAGATCSGGGATGAG
TTACTTGACTGCGAACCTGCTTGGTGGGCAGACGAAGCGTATGAAATCGCGGAGGCTTCCGCA
GGgCTCGTGCCCAGAGGCGGCTGAGGGCGTCATCGCTGGGCGGCCAGTCCGTTGTAACAGCTG
GGAGGCGATCATCTGGGATTACTTTTACTATGCCGATGAAGTACCACCAGTGGACTGGCCTAC
AAAGCACATAGAGTCCTACAGGCTCGCATGCACCTCACTCGGGGCGGAAAAGGTTGAGGTCT
TGYGTGCCGCTTTCAGGTCGCGATATGCGGCCTAACAATTCGTCCAAGTCGACGCCGCTTCBG
CGGGCKTTTAACTCAMGCGTTAGATGCCCTAAGCMCATAATTGCTCACAGCCAAaMTATCAR
GGTCAAGTCTGCTTRAGGGATTYyACCCGMMWTGTYGGgTtSRGTCYSMTARRGGrATTTAAGC
MGAAAWTKYKGKTKKRgTGTCATTARGRGATTTAaRCHGMAHK TBNBGGTTTGRKYYCCTTA
DRVRVACTWACCHSAAWKNBGKCTKGDTGCCTAWRRVRACHWWACCGCACWTBCSBbBTKG
GTGCYHWAGRRRCTTHACMCAHTTCGBGCKTGKKKSYCTARAVRRCATAMaSACAIYTHGTBY
YGTGTGBCyHACRVGCaYWCCG
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