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DIAGNÓSTICO MOLECULAR

Puede utilizarse un plásmido el cual contiene el genoma completo o parte del mismo del virus target, el cual puede ser a 
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DIAGNÓSTICO MOLECULAR PROLOGO El siguiente apartado no tiene como finalidad desarrollar absolutamente todas las técnicas de diagnóstico molecular de uso actual (en virología), como tampoco profundizar en sus técnicas operatorias de laboratorio. En el ANEXO I, se detallan los detalles pertinentes a la organización del laboratorio de biología molecular, los aspectos pre-analíticos, analíticos, las fuentes de interferencia y los controles de calidad que deben realizarse en biología molecular. OBJETIVO Llevar al alumno una herramienta más de estudio que le ayude a interpretar el uso de una u otra técnica de laboratorio, como así también comprender los principios básicos de funcionamiento de cada una de ellas INTRODUCCIÓN La tecnología empleada para la detección de genomas virales mediante la amplificación de secuencias específicas (PCR y reacciones isotérmicas), tanto como la hibridación de ácidos nucleicos, han recibido un significativo impulso en los últimos años. La muy alta especificidad, sensibilidad y disponibilidad de reactivos estandarizados, hacen del uso de estas técnicas una herramienta valiosa para la detección de infecciones virales. La detección de genomas virales puede proveer valiosa información que no podría ser obtenida por otros métodos. Algunas situaciones que favorecen el empleo de las técnicas de diagnóstico molecular de enfermedades virales son: • Cuando no es posible detectar virus infeccioso por defectos en la obtención o transporte de las muestras; o cuando el virus esta asociado a complejos inmunes (Ag/Ac). • Cuando existe mas de un virus en la muestra a analizar. • Cuando se carece de sistemas in Vitro de aislamiento y cultivo, o bien la propagación en cultivo es lenta. • Ante la falta de reactivos para detectar antígenos virales. • Para determinar niveles de replicación viral en portadores crónicos. • Para identificar células individualmente infectadas y realizar estudios de fisiopatogenia. Las técnicas de diagnóstico molecular (TDM) tienen su utilidad no solo en su importancia diagnóstica sino también en el seguimiento de los tratamientos de pacientes con terapia antiviral. En la actualidad se disponen de una amplia gama de reactivos comerciales que permiten la detección y diagnóstico de distintas familias de virus, aumentando así la confiabilidad de las técnicas que en su comienzo eran artesanales, carentes de controles apropiados debido a la complejidad de la misma y factibilidad de ocurrencia de errores del tipo carry-over (contaminación cruzada). Para aquellos agentes virales que son de menor interés económico(para los laboratorio que desarrollan kits comerciales) y que, por lo tanto, no se dispone de kits, y en caso de que los haya, no son de fácil aplicación o bien de costo elevado, se emplean métodos optimizados en los propios laboratorios. Estos métodos requieren diversos controles para evaluar la reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. Podríamos dividir a las TDM en: 1. Métodos de hibridación de ácidos nucleicos (captura de híbridos, Branched DNA) Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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2. Métodos de amplificación de ácido nucleicos (PCR e isotérmicos) 1. MÉTODOS DE HIBRIDACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS: Quiero aclarar que si bien todos los métodos desarrollados en este apartado incluyen en uno o todos sus pasos “la hibridación de ácidos nucleicos”, los que a continuación son descriptos no tienen amplificación de secuencias blanco, de aquí esta clasificación. Branched-DNA: esta tecnología se basa en la amplificación lineal de la señal, obtenida al hibridar con sondas de captura la secuencia blanco de interés, la que posteriormente será también hibridada con otras sondas (amplificadoras) en diferentes regiones del genoma investigado. Finalmente, esas sondas amplificadoras a su vez también serán hibridadas con sondas marcadas con enzima, lo cual permitirá su detección por quimioluminiscencia. Esta metodología fue puesta en el mercado por Chiron Diagnosis Corporation y es aplicada en la detección de RNA de HIV, HCV y HBV. Los resultados se expresan como nº de copias/ml. Secuencia (fig.1): 1) El RNA viral es liberado usando un buffer de lisis 2) Se coloca la muestra en la microplaca que posee pegada en el fondo sondas de captura 3) Se colocan sondas que hibridan con sondas preamplificadoras 4) Se añaden las sondas de preamplificadoras 5) Se colocan las amplificadores que hibridan sobre los preamplificadotes 6) Para finalmente hibridizarse las sondas marcadas



Figura 1



No existe una correlación absoluta entre los equivalentes de copias genómicas del bDNA con los valores de copias obtenidas por la amplificación de secuencia blanco (PCR competitiva, NASBA, Real Time PCR), por lo tanto el monitoreo de terapéuticas iniciado por una de las metodologías no debería ser luego intercambiado por otra. Entre las ventajas de la utilización de esta técnica encontramos: • Detección de niveles “reales” de genomas virales • No amplifica DNA • Reproducibilidad • Ahorro de tiempo Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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• Rango dinámico de cuantificación 0,2 – 120 Meq Mientras que las desventajas serían: • Menor sensibilidad (con respecto a la PCR semicuantitativa, y a la PCR cuantitativa) • Posibles falsos positivos entre 0,2 y 0,5 Meq/ml • Sobrevaloración del número de Meq en sueros hiperlipémicos. Captura de híbridos: es otro método de detección de DNA viral y amplificación de la señal. Utiliza sondas de RNA dirigidas contra secuencias específicas del target. El ensayo se fundamenta en una hibridación en fase liquida. Si el DNA viral esta presente en la muestra los híbridos son capturados por anticuerpos específicos ANTI-híbridos, pegados en las paredes del pocillo, en un paso posterior se agregan anticuerpos conjugados con enzima, para finalmente agregar el sustrato quimioluminiscente que permite el revelado de la reacción. Este ensayo puede ser utilizado en forma tanto cualitativa como también cuantitativa. Se usa en la detección de HPV, CMV y DNA de HBV. METODOS DE AMPLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS: Aquí no dedicaremos a describir las distintas técnicas de amplificación de ácidos nucleicos que podemos clasificar en: 1) REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 2) AMPLIFICACIÓN ISOTÉRMICA 1) REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA Desde su introducción a mediados de la década del 1980, la Reacción en Cadena de la Polimerasa (Polimerase chain reaction, PCR), se utilizó como una herramienta en el estudio de los ácidos nucleicos, ya sea en la secuenciación del ADN, clonación de genes, diagnóstico de infecciones por microorganismos, enfermedades genéticas, cáncer, etc. La PCR sólo se ha consolidado como un procedimiento realmente útil en virología, al ser una buena alternativa al aislamiento por cultivo celular. El fundamento de esta técnica es la amplificación enzimática de un fragmento de DNA flanqueado por dos oligonucleótidos (primers) que hibridan con las cadenas opuestas de la secuencia nucleotídica de interés (secuencia blanco). La sensibilidad de esta técnica es la de detectar 1 – 10 copias de ADN presentes en la muestra. Obteniendo al final de los 25 – 35 ciclos, 30.000.000 de copias aproximadamente, que pueden ser observados en la tinción con bromuro de etidio, al final de la electroforesis en gel de agarosa. (fig. 2)



Figura 2



Aunque existen diversas variantes de la PCR, el formato convencional o standard, incluye 3 ciclos (Fig. 3) de: Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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1- desnaturalización de la doble hebra de ADN en simple hebra y activación de la enzima Taq Polimerasa a altas temperaturas 94-96ºC en un tiempo de 30-90 seg. 2- hibridización de las secuencias del ADN con los primers específicos entre 37-65ºC por 30-120 seg. 3- elongación de los primers por la enzima entre 70-75ºC por 30-120 segundos.



Figura 3



NESTED – PCR: Aquí vamos a utilizar una segunda reacción de amplificación con un nuevo par de primers, dirigidos a una region interna de la secuencia previamente amplificada. De esta manera aumentamos la sensibilidad y la especificidad, y es la técnica de elección para el diagnóstico viral en muestras que posean escasa cantidad de partículas virales (LCR). Los productos de la primera reacción no interfieren ya que se realiza una dilución con el agregado de los reactivos de la segunda.(fig.4)



Figura 4
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Esta metodología se usa en el diagnóstico de virus de la familia herpetoviridae (CMV, herpes simple I/II, EBV, HHV-6 y VZV), y enterovirus en LCR. MULTIPLEX – PCR: En esta TDM se amplifican simultáneamente varias regiones del DNA target utilizando distintos pares de primers. Esto permite la determinación simultánea de mas de un tipo de virus, como así también de varias familias de virus al mismo tiempo. En la actualidad laboratorios de hospitales de alta complejidad o de centros especializados como el Instituto Malbrán llevan adelante este tipo de metodología para la determinación simultánea de herpes virus y enterovirus en LCR. No estando disponibles estas técnicas en un formato comercial. Por su característica este tipo de técnica lleva mucho tiempo en su puesta a punto, ya que resulta laborioso el diseño y la elección de los oligos a utilizar en cada paso: se debe evitar la formación de dimeros de primers (como consecuencia de su complementariedad), como así también los apareamientos no específicos en zonas que no sean la del target. De todas maneras, existen programas informáticos que diseñan secuencias de primers en base a la secuencia blanco que queramos amplificar ingresando a la base de datos del programa, que da una serie de alternativas que se podrían utilizar. Este tipo de programa sumado a que los bancos de genes son de fácil acceso en Internet (sitio oficial de la NCBI), hacen más fácil este trabajo. RT-PCR: Esta variante de PCR se realiza cuando el ácido nucleico blanco es el ARN ya que la Taq polimerasa usa solamente ADN como templado. Debe hacerse un tratamiento previo a la muestra con otra enzima, retrotranscriptasa o transcriptasa reversa, que realiza lo que algunos virus ARN desarrollan in-vivo. La enzima se extrae de dos fuentes: virus de la leucemia murina Moley (MMLV) o del virus de la mieloblastosis aviar (AMV). La RT-PCR es aplicada en la detección de numerosos RNA virus: incluyendo el HIV, HCV, enterovirus, rotavirus, VSR, Parainfluenza, Influenza, Dengue y virus que causan gastroenteritis. También puede ser aplicada en la detección de ARNm viral, esto es importante en el diagnóstico de virus que se encuentren en estado de latencia como es el caso del CMV. El mayor inconveniente de esta técnica radica en: • La conservación: debido a que el ARN se degrada rápidamente, todas las muestras deben refrigerarse, y de ser posible sometidas a la reacción de retrotranscripción ya que el ADN es de mayor estabilidad y puede congelarse a -20ºC sin que existan mayores problemas. En caso contrario la temperatura de elección para conservar los extractos de ARN es a -70ºC, usando como solvente etanol puro. • El tratamiento de la muestra: siempre debe ser manipulada con guantes, debe evitarse siempre el contacto con la piel (que posee nucleasas) y de todos los materiales con los que se vaya a trabajar, asegurándonos que estén libres de RNAasa. En algunos protocolos de extracción de ARN, se incluye el reactivo RNAsin (inhibidor de RNAasa), intentando evitar que se produzca un falso negativo. REAL TIME PCR: En esta TDM los procesos de amplificación y detección se producen al mismo tiempo en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna reacción posterior. Además, mediante detección por fluorescencia se puede medir durante la amplificación la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emisión de fluorescencia producida en la reacción es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reacción de amplificación. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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Los termocicladores para llevar a cabo la PCR a tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y están diseñados para poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificación. Los sistemas de detección por fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas específicas marcadas con fluorocromos, diseñadas, como veremos más tarde de manera especial.



Figura 5



Figura 6



Agentes intercalantes: son fluorocromos que aumentan notablemente la emisión de fluorescencia cuando se unen al ADN de doble hélice. El más empleado es el SYBR Green I. El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema tiene la ventaja de ser menos costoso que las sondas específicas y es mas fácil de optimizar. El principal inconveniente de su uso es en su baja especificidad, ya que se une tanto a productos inespecíficos como a dímeros de primers. Los agentes intercalantes no permiten la identificación de polimorfismos en la secuencia diana. Sondas de hibridación específicas: son sondas marcadas con dos fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la transferencia de energía fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas. Las más utilizadas son la sondas de hidrólisis, denominadas también sondas Taíman, las sondas molecular beacons y las sondas FRET. En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridación de las sondas, lo que conlleva a un aumento en la misma proporción de fluorescencia emitida. El empleo de sondas garantiza la
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especificidad de la detección y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero la optimización es mas difícil y su costo mayor.



Figura 7



La primera gran ventaja de la PCR a tiempo real es su rapidez, puesto que no se necesita ningun proceso adicional de detección. Si el equipo empleado es el Light Cycler o equivalente, esta ventaja es todavía más acusada, pudiéndose completar el proceso de amplificación y detección en 30-40 min. Además, gracias a su rapidez, estos equipos se pueden rentabilizar al máximo, permitiendo un flujo mucho mayor de muestras y de ensayos. Otra ventaja es que al ser un sistema cerrado el riesgo de contaminación disminuye de forma importante. 3)AMPLIFICACIÓN ISOTÉRMICA NASBA: El fundamento de esta TDM radica en el empleo consecutivo de tres actividades enzimáticas: A- transcriptasa reversa B - RNAsa H C- T7 RNA polimerasa El diagrama cíclico de estas actividades se observa en la figura 8, la que imita en cierta medida a la replicación de los retrovirus. Al colocar el ARN blanco un oligonucleótido antisentido contiene en una parte de su secuencia un sitio de reconocimiento para la enzima T7 RNA polimerasa, y en la remanente de su misma secuencia las bases complementarias a la secuencia blanco del RNA. A partir de este oligonucleótido (primer que actúa como iniciador) la transcriptasa reversa comienza la copia del templado de RNA hasta concluir con la formación del DNA complementario (DNAc). El RNA del híbrido es degradado por la RNAsa H, y queda sólo la copia de DNAc que será utilizada como molde nuevamente por la transcriptasa reversa, para sintetizarse una DNA bicatenario a partir del otro oligonucleótido cebador.
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Figura 8



La T7 RNA polimerasa puede ahora reconocer la secuencia de su promotor, a partir de la cual comienza la síntesis de transcriptos, y ello permite la consecución de la amplificación cíclica. El sistema NASBA (o Nuclisens) cuantitativo utiliza un sistema de electroquimioluminiscencia basado en la detección de los transcriptos formados, mediante una hibridación sandwich, donde se emplean sondas marcadas en el extremo 5´ con biotina que se pega a perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Mediante una segunda hibridación dirigida hacia regiones de los transcriptos no hibridados por la sonda inicial de captura, un segundo primer conjugado con rutenio emite una señal electroquimioluminiscente (fig. 9). Se utilizan tres controles internos de concentración conocida, con cuyos valores de emisión se elabora una curva de calibración, que permite ingresar con el valor de emisión de la muestra para obtener la cantidad de copias/ml presentes en la misma. Este método tiene buena correlación con los otros métodos de cuantificación usados en la actualidad. Se utiliza para hallar la carga viral de HIV, HCV y CMV en muestras de pacientes que estén recibiendo tratamiento.



Figura 9



Otras técnicas: En el mundo se encuentran en desarrollo otras variables del NASBA como son 3SR y TMA, que tienen el mismo fundamento que la misma. Entre otras técnicas que no describiremos en este apartado se encuentran: Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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Qβ replicasa Molecular switch (RNAsa III) Strand Displacement Amplification (HincII)



MICROARRAYS: Los microarreglos de DNA son una nueva herramienta de la biología molecular, este constituido por una matriz bidimensional de material genético, que permite realizar de manera simultánea y automatizada, miles de ensayos encaminados a conocer en profundidad la estructura y funcionamiento de un conjunto de genes, en situaciones normales o patológicas. No cabe duda que esta será la tecnología utilizada en un futuro no muy lejano para identificar cualquier virus, en una superficie no mayor a 1 cm 2. El fundamento de esta tecnología se basa en: la hibridación del DNA presente en una muestra con oligos pegados en una superficie, luego se incuba con primers marcados con distintos fluorocromos, al hacer incidir luz láser de distinta longitud de onda, las sondas marcadas emiten un determinado color dependiendo de si hubo o no hibridación. La prueba se interpreta con un microscopio y se obtienen imágenes que se analizan con un programa de computación (fig. 10).



Figura 10



Las lecturas son concluyentes respecto de si existe o no una determinada secuencia en el target, y además nos brindan datos acerca de si hubo o no mutación en la secuencia a analizar, como así también la ausencia de determinados tipos de genes.
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ANEXO I ORGANIZACIÓN DEL LABORATORIO DE BIOLOGÍA MOLECULAR Debido a los requerimientos especiales asociados con las técnicas de amplificación, el laboratorio debe estar dividido en cuatro áreas de trabajo, separadas entre sí. En cada una de estas áreas se deben realizar los distintos procedimientos sin intercambio de las herramientas de trabajo, a modo de obtener mejores rendimientos en la reacción de amplificación y disminuir los errores por contaminación. Las áreas de trabajo son: 1- Área de almacenamiento y preparación de reactivos 2- Área de preparación de la muestra 3- Área de reacción 4- Área de análisis de los productos ÁREA DE ALMACENAMIENTO Y PREPARACIÓN DE REACTIVOS En este sector se realiza la preparación de las soluciones que se utilizarán en la reacción de amplificación, a partir de los reactivos concentrados (soluciones stock) y almacenados. Estos reactivos deben ser controlar a fin de descartarlos si se detecta contaminaciones o errores en su preparación. Se deben evitar los ciclos de descongelación-congelación y la manipulación excesiva, lo cual podrían introducir contaminantes con el uso de las pipetas. Para evitar esto; se realizan pequeñas alícuotas de las soluciones stock las cuales se irán usando progresivamente. ÁREA DE PREPARACIÓN DE LA MUESTRA En este sector se realiza la extracción, el almacenamiento y la separación de los ácidos nucleicos. Se requiere por parte del operador buenos procedimientos de pipeteo. Para evitar contaminación con otras muestras los tubos deben permanecer siempre cerrados y ser centrifugados brevemente previamente a ser abiertos para evitar la diseminación de aerosoles. Además, deben usarse tips con filtros durante todo el procedimiento y decontaminar el área de trabajo antes y después de su uso, mediante el uso de solución de hipoclorito 10% y/o radiación UV. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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Cuando se está purificando RNA, es aconsejable realizar la síntesis del cADN inmediatamente después de la extracción, debido a su inestabilidad. ÁREA DE REACCIÓN DE PCR En éste sector se realiza la mezcla de los reactivos de amplificación (preparación de la Mix PCR) y el agregado de los ácidos nucleicos purificados al tubo de reacción. La amplificación de los fragmentos de ADN o de cADN se realiza exclusivamente en esta área. Para evitar la contaminación por formación de aerosoles, los tubos deben permanecer siempre cerrados y ser centrifugados brevemente previamente a ser abiertos. Se deben usar tips con filtro durante todo el proceso, así como micropipetas de uso exclusivo. Es necesario que el operador presente un cuidadoso comportamiento, evitando errores en el pipeteo. El movimiento o circulación de personas dentro del área debe ser mínimo. Es imprescindible decontaminar el área de trabajo antes y después de su uso, mediante el uso de solución de hipoclorito 10% y radiación UV ÁREA DE ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS En este sector se realiza la identificación y cuantificación de los productos amplificados, utilizando diversas estrategias (electroforesis, métodos de hibridización, etc.). El análisis de los fragmentos amplificados inevitablemente conduce a la contaminación de este sector, por lo cual, está prohibido el transporte de pipetas y materiales de esta área a cualquiera de las otras áreas del laboratorio utilizadas para el procedimiento. ASPECTOS PREANALÍTICOS MATERIALES BIOLÓGICOS Los métodos de amplificación de ácidos nucleicos pueden aplicarse a una alta variedad de materiales, incluyendo sangre entera anticoagulada, médula ósea, plasma, suero, aspirados nasofaríngeos, lavados bronquiales, esputos, hisopados, biopsias, tejido fresco, orina, materia fecal, líquido cefalorraquídeo, etc. CONDICIONES DE RECOLECCIÓN Y CONSERVACIÓN DE LAS MUESTRAS 1- Sangre entera: recolectar 3-5 ml de sangre entera en tubo plástico estéril conteniendo EDTA como anticoagulante (Tubo de hemograma). La muestra será remitida al laboratorio dentro de las 6 horas de extraída o conservada en heladera a 4 ºC (NO CONGELAR) hasta su envío, el cual deberá ser dentro de las 24 horas preferentemente. 2- Suero o plasma: recolectar 0,5-1,0 ml de suero o plasma en tubo plástico estéril. La muestra será remitida al laboratorio dentro de las 6 horas de separada del coágulo o conservada en heladera a 4ºC hasta su envío si se realiza dentro de las 24 horas. Para conservar por más tiempo, la muestra se congelará en freezer a -20ºC hasta su envío. 3- Líquido cefalorraquídeo: recolectar 0,5-1,0 ml de líquido cefalorraquídeo en tubo estéril. La muestra será remitida al laboratorio lo más rápido posible o conservada en heladera a 4ºC hasta su envío, el cual no deberá ser dentro de las 12 horas. Para conservar por más tiempo, la muestra será congelada en freezer a -20ºC hasta su envío. 4- Orina: recolectar 10 ml de orina en envase plástico estéril con tapa a rosca. La muestra será remitida al laboratorio dentro de las 6 horas de extraída o conservada en heladera a 4ºC hasta su envío, el cual deberá ser dentro de las 24 horas preferiblemente.
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5- Lavados broncoalveolar o nasofaríngeo: para obtener el material por lavado se utilizarán 2-5 ml de solución fisiológica estéril. La muestra obtenida por este método deberá trasvasarse a un tubo plástico estéril. La muestra será remitida al laboratorio dentro de las 6 horas de extraída o conservada en heladera a 4ºC (NO CONGELAR) hasta su envío, el cual deberá ser dentro de las 24 horas preferiblemente. 6- Hisopado de vesícula: seleccionar una vesícula conteniendo fluidos. Romper la vesícula y recoger los fluidos con el hisopo estéril. Luego pasar el mismo hisopo por la base de la lesión para poder recuperar una buena cantidad de células epiteliales infectadas. Colocar el hisopo en un tubo estéril. La muestra será remitida al laboratorio dentro de las 6 horas de extraída. 7- Líquido de vesículas: insertar la jeringa de tuberculina en la vesícula, entrando de ser posible desde abajo hacia arriba. Aspirar el líquido contenido en la misma. De existir varias vesículas, repetir el procedimiento anterior. Recolectar el líquido obtenido en un tubo plástico estéril. (NO TRANSPORTAR JERINGAS CON O SIN AGUJAS). La muestra será remitida al laboratorio dentro de las 6 horas de extraída o conservada en heladera a 4ºC (NO CONGELAR) hasta su envío, el cual deberá ser dentro de las 24 horas preferiblemente. 8- Biopsias: colocar el tejido de la biopsia dentro de un tubo plástico estéril. Las muestras serán remitidas al laboratorio lo antes posible o conservada en freezer 20ºC hasta su envío, el cual deberá ser dentro de las 24 horas preferiblemente. La presencia de restos de sangre en las muestras (presencia del grupo Hemo) o el uso de heparina como anticoagulante son inhibidores de la reacción de amplificación, por lo cual debe rechazarse las muestras que presenten ambos componentes. ASPECTOS ANALÍTICOS PREPARACIÓN DE LA MUESTRA . Existen diversos métodos de extracción del material génico. Los más comúnmente utilizados son: 1- Método de extracción orgánica y precipitación alcohólica. Consta de las siguientes etapas: - tratamiento de la muestra con un Buffer de lisis que contiene proteinasa K y SDS - extracción fenólica - extracción con cloroformo - precipitación de los ácidos nucleicos con etanol absoluto en frío - hidratación del purificado con Buffer salino o agua 2- Método de extracción con partículas de sílica. Consta de las siguientes etapas: - tratamiento de la muestra con un Buffer de lisis que contiene tíocianato de guanidina y detergente no iónico - agregado de partículas activadas de sílica a la solución e incubación - separación de la sílica por centrifugación - lavados de la sílica con Buffer, etanol y acetona - liberación de los ácido nucleicos de las partículas de sílica FACTORES QUE INFLUYEN EN LA PCR: 1- Enzimas: se utiliza comúnmente la Taq polimerasa la cual se activa luego de una incubación a altas temperaturas (durante el proceso de desnaturalización del ADN). La temperatura óptima es de 75-80ºC con una tasa de elongación de 150 nt/seg/molec. En un volumen final de 100 l generalmente se usan 1.5-2.5 unidades aunque se puede variar según las necesidades del procedimiento. Un exceso de enzima puede producir productos inespecíficos y una cantidad escasa provoca una amplificación insuficiente.
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No tiene actividad 3´-5´exonucleasa, solo 5´-3´, y no puede polimerizar largos fragmentos de ADN. Altas concentraciones de magnesio inhiben su actividad polimerizante. La velocidad de polimerización disminuye si es alta la concentración de dNTPs (inhibición por sustrato). Entre otras enzimas disponibles tenemos la Vent, con actividad 3´-5´exonucleasa y tiene mayor estabilidad térmica que la Taq, y la Hot tub que puede sintetizar fragmentos mayores de 15 Kb. 2- Primers: son oligonucleótidos de ADN simple hebra, de 18-28 nucleótidos con un contenido G+C del 40-45%, complementario a la hebra a amplificar. La temperatura de apareamiento varia de 60-65ºC (Ta= tm –5C=2(A+T) + 4(G+C) –5ºC). No deben formar estructuras secundarias ni contener secuencias complementarias principalmente en la región 3´ ya que podrían formar dímeros resultando una amplificación inespecífica. Las concentraciones pueden variar entre 0.05-0.5l. 3- dNTPs: se los utiliza en una concentración final de 20-200M, aunque en la práctica rutinaria se usa hasta 40 M ya que si es muy alta, aumenta la frecuencia de errores. Unen magnesio, por lo que hay que tener en cuenta su concentración, ya que este catión es requerido en forma libre durante las reacciones. 4- Buffer de Reacción: Tris-HCl 10 mM (pH = 8.3 a 20ºC), 50mM de KCl, 1.5 mM de MgCl2 y 0.01 % de gelatina a 20 ºC. El KCl facilita el alineamiento de los primers pero en altas concentraciones, inhibe la Taq. Estabilizadores enzimáticos como BSA, glicerol, DMSO, detergentes no iónicos, en ocasiones pueden ser perjudiciales para la enzima. 5- Magnesio: actúa en el reconocimiento y en la disociación de los primers con el target de DNA, especificidad de los productos, fidelidad y actividad enzimática, etc. Un exceso podría resultar en la acumulación de productos no específicos y una baja concentración disminuye el rendimiento del proceso. Se aconseja utilizar una concentración entre 1.5 - 4mM. 6- Tiempos: el tiempo de desnaturalización es de aproximadamente 95ºC durante 30-40 segundos, varia según el % de C+G. Temperaturas elevadas y tiempos prolongados pueden disminuir la actividad de la Taq 7- Número de ciclos: El número de ciclos dependerá de las concentraciones iniciales del target, que luego de la amplificación generalmente aumenta 3 log. Un exceso de ciclos puede resultar en productos de amplificación inespecíficos. 8- Secuencia del target a amplificar: no debe ser superior a los 200 - 250 pares de bases y dependerá del objetivo del método para su selección. SISTEMAS DE DETECCIÓN DE PRODUCTOS AMPLIFICADOS 1- Electroforesis en gel de agarosa con tinción de Bromuro de Etidio: es el método mas simple y mas rápido para detectar los productos amplificados. Se realiza un gel de agarosa (1,5 - 3%) con bromuro de etidio sumergido en solución buffer. Una alícuota de la solución de reacción, junto a controles y marcadores de peso molecular, se siembran en el gel el cual se somete a un campo eléctrico. Luego, se observa al UV. La utilización de éste sistema dependerá de la concentración final de los productos, ya que si se pretende observar un patrón de bandas, deberá ser mayor que para la aplicación de otro sistema, como ser el colorimétrico; porque la sensibilidad de éste último es superior. 2- Detección colorimétrica en microplacas: para esta estrategia de detección, se debe utilizar el primer 3’ modificado, es decir, con la inserción de Biotina en su secuencia. De esta forma todos los amplicones estarán conjugados con Biotina al finalizar la amplificación. Una alícuota de la reacción se agrega a una mezcla de hibridización la cual contendrá una Sonda fluoresceinada (secuencia de oligonucleótidos complementaria a una secuencia interna del amplicón) específica del amplicón que se Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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quiere detectar. Posteriormente, una alícuota de la Reacción de Hibridización se agrega a un micropocillo sensibilizado con estreptavidina, de forma tal que los amplicones biotinilados quedarán adheridos al soporte sólido. Luego, un anticuerpo de ratón antifluoresceína conjugado con peroxidasa se unirán a los amplicones fijados al soporte, mediante su unión a la Sonda específica fluoresceinada. Finalmente, el sistema se revela con TMB/H2O2 obteniendo desarrollo de color azul para las muestras positivas que cambia a color amarillo luego del agregado de H 2SO4. B



PCR



B B Desnaturalización e hibridación con sonda genérica



F B



Captura y detección colorimétrica



H2O2 O2



TMBre TMBox



Amplificación de β-globina



Detección viral



3- Southern Blot: El Southern Blot es una técnica que permite la identificación de secuencias específicas de DNA, mediante el uso de electroforesis en gel y de hibridación utilizando sondas especificas. Luego de la reacción de PCR, los fragmentos obtenidos se separan, de mayor a menor tamaño mediante una electroforesis en gel de agarosa. Una vez terminada la electroforesis y sin teñir el gel, los fragmentos de DNA se traspasan a un filtro de nitrocelulosa ó a una membrana de nylon. A continuación, el filtro se incuba con una sonda marcada, específica para la secuencia que se desea identificar. Esta sonda es una secuencia de ácido nucleico, DNAds ó RNAm, que reconocerá a la secuencia de DNA inmovilizada en el filtro, a través del reconocimiento de secuencias complementarias de ácidos nucleicos. El traspaso de las muestras desde el gel al filtro es una etapa esencial, porque el reconocimiento de bases complementarias entre sonda y secuencias de DNA en el gel es muy ineficiente. Cabe señalar que el nombre de la técnica Southern Blot deriva en parte del apellido Southern del investigador que la desarrolló y de la palabra en inglés Blot que significa traspasar.
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INTERFERENCIAS EN LOS PROCEDIMIENTOS ANALÍTICOS PREPARACIÓN DE LAS MUESTRA 1- Interferencias relacionadas a la preparación de ADN: las preparaciones de ADN de calidad inferior se caracterizan comúnmente por una remoción incompleta de los inhibidores, de la muestra en sí misma (grupo hemo, sus precursores o sus productos degradados) o su introducción durante el muestreo (heparina). Cuando el fenol no es completamente removido se inhiben los pasos de amplificación enzimática. En este caso, el ADN debería ser suspendido en un volumen suficiente de buffer antes de los procesos de extracción fenol/cloroformo. Cuando se comienza con pequeñas cantidades de muestras, la pérdida de los ácidos nucleicos puede ocurrir durante la preparación. Tales pérdidas pueden ser minimizadas por adición de un acarreador tARN o glicogen durante los pasos de preparación. El almacenamiento por largo tiempo debe hacerse exclusivamente en soluciones buffereadas. En agua, los procesos autocatalíticos a través de la depurinación pueden resultar en una degradación completa del ADN después de unas pocas semanas. El ADN apropiadamente preparado puede ser almacenado a -20ºC por años sin que existan pérdidas considerables en calidad o cantidad. 2- Interferencias relacionadas a la preparación de ARN: la sensibilidad en la detección de ARN es frecuentemente comprometida por inhibidores que no han sido eliminados completamente de la muestra. La degradación de ARN presenta el mayor inconveniente. El ARN puede perderse durante la precipitación alcohólica o durante el almacenamiento por tiempos prolongados. La pérdida, especialmente de polyA-mARN, puede prevenirse por coprecipitación con glicogen. Por ser el ARN inestable en agua, el almacenamiento se realiza en etanol a -20ºC, siendo recomendable a -70ºC. AMPLIFICACIÓN DE LOS ÁCIDOS NUCLEICOS
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1- Interferencias con la síntesis de cADN: existe diversos factores que afectan la eficiencia de la síntesis del cADN por la transcriptasa reversa (TR): - reducción o ausencia de actividad TR causada por baja calidad de la enzima, descomposición de los reactivos o errores en el pipeteo. - inhibidores de la TR o de la Taq polimerasa - degradación del ARN - contaminación de ARN con ADN genómico - actividad ADNasa residual 2- Factores que afectan la PCR: si bien existen muchos factores que pueden conducir a falsos positivos o negativos, es de particular importancia la selección de los pares de primers. Hay diversos programas de computación que pueden ayudar a la selección de los primers adecuados, mostrando estructuras secundarias desfavorables, predecir la formación de dímeros y aproximar la temperatura de hibridización necesaria. Una vez que los primers son identificados, el laboratorista debería chequear la presencia de hibridación cruzada por medio del uso de la base de datos génica, lo cual se puede realizar convenientemente usando los programas BLAST disponibles por el National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nhi.nlm.gov) . De todas maneras, los primers seleccionados por medio del softward requieren evaluación con respecto a la especificidad y eficiencia de amplificación en el ensayo. La temperatura de hibridización (annealing) es dependiente de la secuencia, es decir de la longitud y composición de bases de los primers. La concentración de los iones magnesio se debe determinar por experimentos de titulación, la cual influye en la eficiencia de la amplificación. 3- Contaminaciones: - Contaminaciones de la fase analítica: como regla general, la contaminación de la muestra puede ocurrir en cualquier momento de los distintos pasos de la fase preanalítica (contaminación de reactivos, de consumibles y de equipos de laboratorio). Un origen de contaminación es la contaminación cruzada con ADN no amplificado durante la preparación simultánea de muchas muestras. La principal contaminación consiste en los fragmentos específicos de PCR generados durante las amplificaciones previas. Debe considerarse que una contaminación no detectada por revelado en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio puede aparecer si el método utilizado es el de hibridización el cual es más sensible. - Eliminación de la contaminación: existen diversos métodos para destruir los amplicones generados en ensayos previos después que se detectó la contaminación. Como alternativa, las reacciones de amplificación puede ser llevadas a cabo con mezclas de reacciones en donde dTTP es parcialmente reemplazado por dUTP, generándose amplicones que contienen uracilos en sus secuencias. Una digestión y preamplificación de las mezclas de reacción con uracil-N-glicosilasa destruiría los contaminantes producidos en ensayos previos. CONTROLES DE CALIDAD EN LAS TÉCNICAS MOLECULARES CONTROL POSITIVO El control positivo (CP) consiste en un extracto de ADN de un cultivo viral o de una muestra previamente analizada. Puede utilizarse un plásmido el cual contiene el genoma completo o parte del mismo del virus target, el cual puede ser amplificado por el mismo par de primers usado para la muestra. El CP aporta información sobre el límite de detección y especificidad de la PCR realizada. CONTROL NEGATIVO Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
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El control negativo (CN) debe realizarse en cada test de PCR que se realice. Incluye todos los reactivos excepto la muestra procesada y sirve como control de contaminación. CONTROL DE INHIBICIÓN El control de inhibición (CI) se realiza colocando partes iguales de la muestra y del control positivo en el tubo de reacción. Aporta información en caso de que la muestra de un resultado No Detectable. En este caso, el CI debe dar un resultado Detectable descartando así la presencia de inhibidores en la muestra. CONTROL INTERNO DE AMPLIFICACIÓN El control interno de amplificación (CIA): es una secuencia de ADN no target, presente en el mismo tubo de reacción, que se coamplifica junto a la secuencia de ADN target. Su empleo permite si un resultado No Detectable de la muestra se debe a inhibidores, fallas en la enzima, fallas en el termociclador, incorrecta preparación de la muestra; o simplemente a la ausencia de material a amplificar. El CIA nos permitirá conocer si la secuencia target está presente o no, descartando todas las posibles fallas que puedan ocurrir. El CIA consiste en secuencias conocidas de ADN genómico o plasmídico, o de algún segmento génico no target que esté presente en el material a amplificar. Su detección dependerá del formato utilizado, debiéndose utilizar estrategias que generen señales diferentes, a modo de diferenciar los amplicones del target y del CIA. Así, cuando se detecta por electroforesis en gel de agarosa, el tamaño de ambos amplicones deberá ser distintos de modo de ver 2 bandas. En cambio, en sistemas de hibridización y posterior detección colorimétrica, se debe disponer de sondas de hibridización marcadas con especificidades para cada amplicón. Existen 2 formatos de CIA: 1- Competitivos: la secuencia target y el CIA se amplifican con un mismo set de primers, en el mismo tubo de reacción y en las mismas condiciones. Algunas veces puede haber competencia entre ambas secuencia y la cantidad de CIA es critica para el límite de detección. Hay que considerar que la amplificación simultánea de dos secuencias de ADN con los mismos primers puede dar inhibición o aumento de uno o ambos productos dependiendo de las concentraciones, tamaño, secuencia y estructuras secundarias de los fragmentos de ADN. También es muy importante el tamaño de los amplicones, los cuales deben ser similares 2- No competitivo: la secuencia target y el CIA se amplifican con diferentes pares de primers. Son dos reacciones diferentes, con cinéticas distintas que deben producirse en las mismas condiciones. Controlando las concentraciones de los primers y del CIA, podemos limitar la competencia por los oligonucleótidos, y por la Taq polimerasa que pudiera producirse. Entre las desventajas que posee este formato, podemos mencionar que la amplificación del CIA no refleja la amplificación del target ya que se utilizan primers distintos; al ser dos reacciones distintas, se deben optimizar bajo las mismas condiciones. La principal ventaja es que se puede utilizar para diferentes ensayos en el mismo laboratorio.
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-



-



+



Reacción válida, la concentración del target es superior a la del CIA.



Reacción no válida, problemas de extracción o amplificación



+ Reacción válida, muestra no detectable



+ Reacción válida, muestra detectable



Las recomendaciones generales para el uso óptimo del CIA en el diagnostico por PCR comprenden: 1- si hay competencia de los primers, se puede utilizar un modelo de PCR multiplex usando pares de primers diferentes. 2- Los amplicones deben ser fácilmente distinguibles. 3- No es estrictamente necesario que la eficiencia de ambas amplificaciones sean idénticas. 4- Se deben utilizar como CIA secuencias altamente purificadas y en cantidades exactamente conocidas, ya que se lo debe utilizar en la misma concentración que la secuencia target.
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diagnóstico molecular 

El ADN es insoluble en alcohol, por lo que se puede precipitar etanol frío o isopropanol y recuperar mediante una centri










 








Diagnstico Virolgico 

Los escritos chinos, egipcios e hindúes más antiguos describen la viruela. El primer registro de una epidemia de viruela
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ADN: genética molecular 

Leyes de Mendel. ADN: genética molecular (base química de la herencia). Estructura, ubicación, función. Gen: definición,










 








BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR 

Porinas: Canales – Membrana externa de bacterias, cloroplastos y mitocondrias. Permeable a iones y moléculas polares peq
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11 oct. 2009 - es la despenalización del aborto, resistida por la Iglesia Católica, entre otros grupos ... bia, Honduras










 








TEORIA CINETICO MOLECULAR 

igual al de Avogadro es: ○ El valor 8,3143 J grad -1 mol-1, de la constante R, conduce para la contribución de los movim










 








Manual de Diagnstico Participativo de Comunicacin Rural.pdf 

especificas del manual: Francis Chirunga, Claudia Chambers, Tony Johnston, Colletah A. Chitsike,. Bekezela Dube, Majorie
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Transferencia de Masa - Difusión Molecular 

FLUIDODINAMICA DEL SISTEMA. DIFUSION .... Ejemplo para una mezcla binaria de especies A y B. 8. Velocidades Absolutas ..
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igual al de Avogadro es: ○El valor 8,3143 J grad -1 mol-1, de la constante R, conduce para la contribución de los movimi










 








diagnóstico molecular amplificacion isotermica nasba 

Esta variante de PCR se realiza cuando el ácido nucleico blanco es el ARN y debido a que la Taq polimerasa usa solamente
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High Rates of Molecular Evolution in Hantaviruses 

human–rodent interactions, with only a single epidemic in. Argentina showing conclusive evidence of person-to- person tr
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Obtencin de muestras para diagnstico de Tricomoniasis y ... 

Los altos índices reproductivos son la base de una cría eficiente y rentable. ... se toma con la palma hacia el toro y e










 








GENÉTICA MOLECULAR Bajo la denominación de Genética ... 

Oveja Dolly. Se tomó una célula de glándula mamaria de una oveja Doeset (raza finlandesa) de seis años. Se colocó el mat
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