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¢Qué se puede evaluar?

Poblaciones celulares

eCélulas T
-— | ORGTS
eCélulas B c: GRA

* Células fagociticas

e Células citotoxicas

Productos de la respuesta

* Citoquinas

* Inmunoglobulinas/anticu )
 Complemento 2 o
(Para qué?
Diagnéstico

* Patologias inmunes

* Procesos infecciosos



Téenicas para evaluar la
respuesta inmune

* Inmunoensayos

e PCR

* PCR en tiempo real
 Microarreglos (microarray)
e Otros

':v—g,-f.




Inmuneensayos:

Métodos analiticos
basados en la
interaccion antigeno-
anticuerpo

e Enzimoinmunoensayos
(ELISA)

e Western blot

 Inmunoprecipitacion
e Inmunohistoquimica
e Inmunofluorescencia




Murphy, K. Janeway’s Immunology 2011. https://prezi.com/-oem3dhb0qy7/inmunoensayos/

Comeo pueden ser los inmunoensayos:

Directos:

* Se mide directamente Ia reaccion Ag-

Ac
* Dispersion de luz
* Visualizacion directa
Ejemplos:
 Aglutinacion
* Precipitacion

Eritrocitos de individuos de tipo

Expresan las estructuras de carbohidratos

R —GlcNAc —Gal —GalNAc
1
Fuc

Suero de R-GlcNAC — Gal R-GicNAC ~Gal ~GalNAc | R—GIcNAC —Gal -Gal U
- 2 1 U 1
individuos Fuc Fuc Fuc R—GlcNAc —Gal - Gal
1
de tipo Fuc
a4
" sin aglutinacion aglutinacion aglutinacion aglutinacion
Anticuerpos
anti-A y anti-B
"
sin aglutinacion sin aglutinacion aglutinacion aglutinacion
Anticuerpos anti-B
7"
sin aglutinacion aglutinacion sin aglutinacion aglutinacion

Anticuerpos anti-A

AB

Sin anticuerpos
contra Ao B

sin aglutinacion

sin aglutinacion

sin aglutinacion

sin aglutinacion




Murphy, K. Janeway’s Immunology 2011. https://prezi.com/-oem3dhb0qy7/inmunoensayos/

Comeo pueden ser los inmunoensayos:

Indirectos o con reactivos marcados:

* Unode los componentes de la
reaccion antigeno-anticuerpo es
conjugado a una molécula que emite
una senal detectable

Pueden ser:

* Radioinmunoensayo (RIA)
* Fluoroinmunoensayo (FIA)
 Enzimoinmunoensayo (EIA, ELISA)
* ELFA (ELISA+ Fluorescencia)
« Quimioluminisc |




Kindt, T. Inmmunologia de Kuby. 2007

¢Chal inmunoensayo emplear?

CUADRO 6-3 Sensibilidad de diversos

inmunoensayos

Sensibilidad”
Prueba (pg de anticuerpo/ml)

Reaccidn de precipitacion en liquidos 20-200

Reacciones de precipitacion en gel

Inmunodifusion radial de Mancini 10-50
Doble inmunodifusion de Ouchterlony 20-200
Inmunoelectroforesis 20-200
Electroforesis en cohete 2

Reacciones de aglutinacion

Directa 0.3
Aglutinacion pasiva 0.006-0.06
Inhibicién de la aglutinacién 0.006-0.06
Radioinmunoensayo 0.0006-0.006
Ensayo de inmunosorbente ligado
a enzima (ELISA) ~0.0001-0.01
ELISA con quimicluminiscencia ~0.00001-0.01"
S Inmunofluorescencia 1.0
Citometria de flujo 0.006-0.06

“La sensibilidad depende tanto de la afinidad del anticuerpo usado para el
ensayo como de la densidad de epitopos y la distribucién del antigeno.

'Obsérvese que la sensibilidad de las pruebas ELISA basadas en quimiolumi-
niscencia puede equipararse a la de RIA.

FUENTE: Adaptado de N.R. Rose et al, eds.,, 1997, Manual of Clinical Labora-
tory Immunology: 5th ed. American Society for Microbiology, Washington, D.C.

y &




Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-4. FEBS Lett. 1971 Jun 24;15(3):232-236. Methods in Molecular Biology. 1318 2015

ELISA (Enzyme linked
Immunosorbent Assay):

La prueba de ELISA se basa
en la formacion de
inmunocomplejos, (reaccion
antigeno-anticuerpo). Es una
técnica en placas disenada
para detectar y/o cuantificar
sustancias como proteinas,




Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-4. FEBS Lett. 1971 Jun 24;15(3):232-236.

ELISA (Enzyme linked
Immunosorbent Assay):

Uno de los componentes
de la reaccion antigeno-
anticuerpo es
inmobilizado en una
superficie solida y luego
acoplado al otro que esta
ligado de forma covalente
a una enzima. La
deteccion se realiza
activando el conjugado
enzimatico mediante la
incubacién con su
sustrato para generar un
producto medible.

« El elemento crucial de Ia estrategia
\ de deteccion es la alta especificiday

de la Interaccion Ag-Ac
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Antibody Labeling Reagents
i Enzyme
B?:mg Fi I. Substrate
ite \
4
A Second Antibody - N
Target Analyte or ® Product
(Antigen) Target Analyte
A ¢

Sample @

0. [c)
p I L
@

4 Solid Phase

ELISA

Fases

v'Conjugacion del
anticuerpo o antigeno a
una enzima

v'Unién del antigeno (o
del anticuerpo) al soporte.
v'Formacion de los
inmunocomplejos.
v'Revelado de la reaccion
enzimatica.

v'Lectura
(espectrofotometro)




http://nptel.ac.in/courses/102103047/module5/lec30/images/1.png

Tipos de ELISA:

« No competitivos: La muestra se enfrenta con el Ag o Ac

- Y

Substrate
T &7 7\
S“”‘“‘e YN\ sondaryantbody A\
/) 22'5}3332""“"’ ./ \ \\(/Capmre Antibody
DIRECT ELISA INDIRECT ELISA

SANDWICH ELISA

Se detectan ,
antigenos ntigenos usando

dos anticuerpos



http://nptel.ac.in/courses/102103047/module5/lec30/images/1.png

Tipos de ELISA:

« Competitivos: El anticuerpo o el antigeno de la muestra
compiten pos sus sitios de union

Substrate

Inhlblto

COMPETITIVE ELISA




Utiliidiad

HRP-Linked Antibody
S6, =

l'\\ \ ‘ Substrate

\ bl

Detection Antibodyy *#*#
/ = *

| Capture Antibody

Sandwich Elisa

Deteccion de Ag y Ac:

* Bacterias

* Parasitos

* Hongos

*Virus

Deteccion de clases y sub-clases de Ig
Deteccion de complejos autoinmunes:

* Anti- DNA [(Antigenos nucleares
extractables: Sm - Ro - La - RNP)

* Anti-Histonas (H1, H2A, H2B, H3, H4)
*LES

Deteccion de Acs contra antigenos de
tejido

Anti-tiroglobulina

Anti-microsomal

Anticuerpos Antifosfolipidos
(Cardiolipina 1gG-M)

Detecion de Ags asociados a tumores:
Ag prostatico

Ag ovario (Ca125)

ACE, alfafetoproteina

Deteccion de hormonas, metabolitos,
farmacos, toxinas, citoquinas.....




Ejemplo: Dx de infeccion por HIV

Generation 1st 2nd 3rd 4th

Antigen W T T

Sample Y

Conjugate ¥ ; K

Signal o

Antigen Lysate Recombinant & synthetic

Specificity 95-98% >99% >99.5% 99.5%

Sensitivity 99% >99.5% >99.5% >99.8%

Window period 8-10 weeks 4-6 weeks 2-3 weeks 2 weeks

Immunoglobulin 1gG I9G All All

class detection

Approximate year of 1985 1987 1991 1997

first release
| Platforms Plate assays Plate assays Plate assays Plate assays
-- Particle agglutination Automated generic Dedicated instruments Dedicated instruments
Y platforms Rapid assays Rapid assays
— Particle agglutination in development

Rapid assays




http://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/vidas-hiv-duo-rapid-tests-graph_1.jpg.
http://img.medscape.com/article/715/166/715166-tabl.jpg

Ejemplo: Dx de infeccion por HIV

Two-step indirect sandwich assay format

Y
‘ YY ?ﬂ'.t‘ﬂf\;:l[:‘:’;di'ﬁ n 1 sample
Ventaja del ELISA de
4ta generacion:
v' Acorta el periodo HIV RNA IgM
de ventana antt-HlY

viral spread

_./

local viral growth

infection
-

0 ] 2 3 4 5 6
8 weeks

— ADVANCED 4" generation
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Ventajas del ELISA:

* Muy sensible

= Gran numero de muestras
procesadas simultaneamente.

* Resultados rapidos

= Utilizacion de reactivos menos HRP-Linked Antibody _

toxicos W‘ 25, “
Detection Antibody ~ ***#*
N

= Menor costo

= Cuantificacion de sustancias
diversas: hormon
farmacos, tox

Sandwich Elisa



Electroforesis/
Western Blotting

M (kDa) 1 2 3
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WESTERN BLOTTING

Técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en
una muestra determinada (una mezcla compleja de proteinas,
como un extracto tisular).

@ Georges Dolisi

Protéines
@ du VIH
gp160 _-.‘
ap120 —_—

p65 — O
p41 — 2y

v p24 | I— e

VIH

® p1g [W —— @

Sens dela ,_Bandelette de Western blot positif
migration nitrocellulose

&




WESTERN BLOTTING

Pasos:

Electroforesis en gel se separan las proteinas atendiendo al
criterio que se desee: peso molecular, estructura, hidrofobicidad,
etc.

Transferencia a una membrana adsorbente (tipicamente de
nitrocelulosa o de PVDF) para poder buscar la proteina de interés
con anticuerpos especificos contra ella

Deteccion de la union antigeno-anticuerpo por actividad
enzimatica, fluorescencia , quimioluminiscencia, entre otros.

Detection Signal /
d (colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated ——

Secondary Antibody

Enzyme Substrate

Primary Antibody

Membrane Containing Transferred Protein




WESTERN BLOTTING

Diagnostico de HIV: Prueba confirmatoria

. ©Georges Dolisi Criterios minimos de positividad del Western
© du VIH biot |
‘ FDA Existencia por lo menos de tres
3‘;13% : — ° bandas: p24, p31y gp41 u otra
glucoproteina
p65 — ® ARC Existencia de al menos 3 bandas
p55 —0 una por cada uno de los 3 genes
e & ‘estructurales
CDC Al menos dos bandas: p24, gp41y
pa2 - gp160/120
v P24 —0 CRSS Al menos una banda del core
VIH (gag/pol) y otra de envoltura (env)
@ p18 — @
— OMS Al menos dos bandas de envoltura
Sens de la Bandelette de Westemn blot positif

migration nitrocellulose




= Citometria de flujo

* Inmunofluorescencia-microscopiad

fluorescencia

= Microscopia confocal
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Fluorocromos 5

Fooermnna

H,C

Excitation

Fluorochrome

http\\:www.bdbioscience.com

43 nm

8D Horizon RCOp

PE-CF594
\. PE-CyS

% M 0 a0 0 s50 L) 550 00
Wavelength (nm)
61 am
BD Horizon

PE-CF594

T
50

Emission

~—TN—N

]
Wavelength (nm) ||

Es un grupo funcional de
la molécula que

absorbera energia de
una longitud de onda
especifica y la volvera a
emitir en otra
determinada de mayor
longitud de onda (es
decir, con menor energia)/



http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_funcional

Pruebas basadas en fluorescencia

Muestras

Tejidos

Sangre periférica

Suero

LCR

Requisito indispensable para la citometria de
flujo:

\\/ La muestra debe estar en suspension




Citometria de flujo

La Citometria de Flujo es una técnica

de analisis celular multiparamétrico

cuyo fundamento se basa en hacer

pasar una suspensiéon de particulas oy ik
(generaimente células) alineadas y de Detector de

una en una por delante de un haz de ag0°
laser focalizado. El impacto de cada

cé€lula con el rayo de luz produce

sefales que corresponden a diferentes .
parametros de la célula y que son i
recogidos por distintos detectores.

Estos convierten dichas senales en

senales electronicas que

posteriormente seran digitalizadas

para permitir la medida simultanea de

varios parametros en una misma

célula.

Detector de
luz verde

Espejos reflectores
de luz de
determinadas
longitude s de onda

Fuente de [uz laser




Flow Cytometry

Citometria de flujo —N [

i
[\
El citometro de flujo S| pzmmmm
IS
e-sta formado por tres E N AD——
sistemas complejos: s @
53
@
- mm @
v'Fluidico T
‘ hidrOdina'mico, Sistema informético
v Optico
v'Electrénico o -
Lentes y prismas
e
Detectores




» Celulas tenidas con:
Anticuerpo anti-A +
anticuerpo anti-B

Funcionamiento:

Boquilla
ultrasonica Anticuerpo anti-A
i rid Anticuerpo anti-B
vibratoria N *
Sin tenir

Laser 3 §
?\\JO«:SL : AY
Pantalla de computadora
e} T |Células A" Bt|Células A*B
um ;
=11
£ = -
Placas de desviacion 8 z g.rCelulas A™B™Celulas A*B~
Ly
/ b \ g3
3 2%
== :
8 Fluorescencia de -

anticuerpo anti-A

—

@)
)

5
-4

Células A"B* y A'B~ Células A"B~  Células ATB*

Bafal ()
CERTHG




Citometria de flujo Gates y regiones
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Histogramas Graficos de punto/ Dot Plot




Hematology - The european hematology association program | 2006; 2(1)

Utilidad:

Desordenes

hematoloégicos:

v’ Tipificacion de las
leucemias y los
linfomas que permite
alcanzar un
diagnéstico preciso,
permitiendo un
tratamiento y
seguimiento mas
adecuado y eficaz.

Table 1. Clinical applications of flow cytometric immuno-
phenotyping in the diagnosis and management of patiens
with clonal haematological disorders.*

Type of medical indication

Disease category

Diagnostic screening

Immunophenotypic classification

Screening for genetic abnormalities

Others

B- and T-cell chronic lymphoproliferative
disorders (CLPD)

Myelodyplastic syndromes (MDS)
Plasma cell dyscrasias (PCD)
Paroxysmal noctumal haemoglobinuria
Systemic mastocytosis

Lineage commitment and maturation
stage of blast cells in acute leukaemias
Immunologic classification

of acute lymphoblastic leukaemias
Identification of AML-MO and AML-M7
Identification of biphenotypic leukaemias
New subtypes of acute non lymphoblastic
leukaemias

B, T and NK-cell chronic
lymphoproliferative disorders

Plasma cell dyscrasias

Acute myeloblastic leukaemia
Acute lymphoblastic leukaemias
(childhood and adult)

B-cell chronic lymphoproliferative
disorders

Prognostic stratification (e.g. CLPD, MDS)
Staging and evaluation of disease
extension (e.g. CLPD)

Minimal residual disease detection

{e.g.: AL, CLPD, PCD)
Prediction/monitoring of response to
therapy (e.g.: CLPD, AML)

* For further information please see refevences 2, 3 and 4.




Utilidad:

Sub-poblaciones

linfocitarias:

v Estudio de
inmunodeficiencias

primarias y secundarias |
Marcadores intracelulares
Analisis del contenido de

ADN
Otras

Nat Rev Microbiol. 1998, 6, S7-S15

Flow cytometer

Nature Reviews | Microbiology




Citometria de flujo

Ventajas:

Analisis de un numero
estadisticamente significativo de
células

Multiples marcajes de una sola célula.
Analisis de alto numero de particulas

en corto tiempo (5.000 eventos /seq. ).

Alta sensibilidad y objetividad.
Medidas separadas de cada célula (no
solo el promedio).

Medidas cuantitativas : discriminacion
de las células segun la cantidad de
marcador.

Multiples parametros : define
subpoblaciones complejas.

Desventajas:

Poca informacion morfolégica de
Ia célula

No proporciona informacion de la
localizacion celular en un tejido
Costos de la tecnologia
Incapacidad de visualizar las
células que se analizan.




Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es
una técnica de
inmunomarcaje que hace
uso de anticuerpos unidos
quimicamente a una
sustancia fluorescente
para demostrar la
presencia de una
determinada molécula



http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo

Inmunofluorescencia
Tipos

Primary Antibody Direct
N ywoﬂuorescence
Fluorochrome
P

Indirect
Immunofluorescence

Secondary Antibody




Inmunofluorescencia

v’ Anticuerpos Antinucleares (IF1 Hep-2)
v Anticuerpos Anti DNA
v Anticuerpos Antimitocondria

v’ Anticuerpos Antimusculo Liso

v Anticuerpos contra Polimorfonuclear 4
Figura 12.3: Patrones ds mnmunofiucrescancia en I3 o
daterminacidn ds anticuarpos antinuclearas. (A) patrdn difuso; NeutrOfllo ‘ANCAS, e

B) patrén perifarica; (C) patrdn rucisolar; (D) patrdn motsado
v Anti-FTA




http://www.medic.ula.ve/histologia/anexos/microscopweb/MONOW EB/inicio.htm.

Claxton, N. et al. 2008.http://www.olympusfluoview.com/theory/LSCMIntro.pdf

Microscopia confocal

espejo dicroico

detector
objetivo
espécimen

enfocado
desenfocado




Nature Protocols 6, 1471-1481 (2011). Ann Biomed Eng. 2012 Feb; 40(2): 378-397

Microscopia confocal
Aplicaciones!!!

Estudio de diversos organos y tejidos:
v’ Tracto gastroinstinal
v Tracto genito-urinario

Lamina ’;‘opria &

8 Urethra & %
e




Inmunohistoquimica




Inmunohistoquimica

Algunos usos

TABLE 1: Immunohistochemical studies useful in the
differential diagnosis of carcinoma vs another neoplasm

Immunoperoxidase stains

CD45 S$-100
Pan- and other protein,
Tumor type keratin markers HMB-45 Vimentin
Carcinoma + - — —/+
Malignant lymphoma - + - —/+
Malignant melanoma - - + +
Sarcoma - - = +

V4



Harrison’s. Principles of Internal Medicine, 18 e

Inmunohistoquimica

Algunos usos

Histology Positive Immunohistochemical Markers

Squamous cell carcinoma Cytokeratin (CK) cocktail, e.g., AE1/AE3
CKs/6 , CK7rare

Adenocarcinoma Cytokeratin cocktail, e.g., AE1/AE3
CK7, TTFa
Neuroendocrine markers rare, e.g., CDs6,
NSE

Large cell carcinoma Cytokeratin , TTF-1 rare
Neuroendocrine markers rare (e.g., CDs6,
NSE)

Large cell neuroendocrine Cytokeratin cocktail, e.g., AE1/AE3

carcinoma TTF-1, CDs6 , Chromogranin
Synaptophysin

Small cell carcinoma Cytokeratin cocktail (tends to be patchy)
TTF-1, CDs6 , Chromogranin
Synaptophysin

y 4



Inmunohistoquimica
Algunos usos

Actas Dermosifiliogr 2010;101:622-8 - Vol. 101

Cirugia de Mohs

Tumer macroscopico

Capa |
Capal ll
Capa lll
Capal /4 1\
.\\\\3‘ zg 2—\K, /
cancer
Capalll




https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg.
http://www.pabloumbert.com/assets/img/cirugiademohs.jpg. Actas

lnmunohi‘toquimica Dermosifiliogr 2010;101:622-8 - Vol. 101
Aplicaciones!!!

CIRUGIA DE MOHS

% Esuna técnica que preserva
s, al maximo el tejido sano.

El indice de curacién en carcinomas
Generalmente se realiza mediante 0 LI
del ;
/9 intervencién ambulatoria con 99%0 primarios e desom

anestesia local.

E 7 Paciente diagnosticado por biopsia En la mayoria de casos iniciamos
© ©D.C deun carcinoma. la reconstruccién seguido de la cirugfa.

TASAS DE RECURRENCIA COMPARATIVA

Tasa de recurrencia a 5 afios
Tipo de carcinoma
Cirugia de Mohs Cirugia convencional
Carcinoma hasocelular 1-1.4% 10.1%
primario : i
Carcinoma hasocelular 4-5.6% 17.4%
recurrente: > :
Carcinoma espinocelular 1.8-2.6% 5.7-18.7%
primario T o
Carcinoma espinocelular 3.4-5.9% 23.3%

recurrente |


https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
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https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
http://www.pabloumbert.com/assets/img/cirugiademohs.jpg
http://www.pabloumbert.com/assets/img/cirugiademohs.jpg

DNA blanco

P - - o~ - o 41 T

4 5 SREa 8

desnatuga_lvi':'lacién por calor

REPETICION Extension del primer
DELCICLO por la DNA poli?nerasa
L TN T T T

v T e | T T

Dos nuevos hibridos
DNA formados

Desarrollada en 1986 por Kary Mullis

Obtener un gran numero de copias de
un fragmento de ADN particular,
partiendo de una cantidad muy
pequena

Amplificar un fragmento de ADN o
ARN (RT-PCR)

Identificacion de:
v'Microorganismos
v'Personas (cadaveres)

Investigacion




PCR

¢Queé se necesita?

*Los 4 desoxirribonucleodsidos-
trifosfatos (dNTP).

*Dos cebadores o iniciadores

(primers), oligonucleotidos, cada uno es
complementario a una de las dos hebras
del ADN.

* lones: cloruro de magnesio (MgCiz2),
manganeso (Mn2+), potasio.

* Una solucion tampon (buffer) que
mantiene el pH adecuado para el
funcionamiento de el ADN polimerasa.
* ADN polimerasa o mezcla de distintas
polimerasas con temperatura optima
alrededor de 70 °C (Taq polimerasa)

* ADN molde, que contiene la region de
ADN que se va a amplificar.

g

e Termociclador



Pasos de la PCR G ]
JL"<>

Genomic DNA

3 {3
i 7 N
) Denaturation: 5 3
Heal briefly
to separate DNA
strands
“*El proceso de PCR por o 3,E i
general consiste en una serie © Amesing: | !
- - ool to allow :
de 20 a 35 cambios repetidos G | 5,.3.{“;?,:""?"": 4
de temperatura llamados ok target sequence 1/
ciclos l. |
€) Extension: )
DNA polymorase I
. il - P
s+»Cada ciclo consta de 3 primer nucie>
pasos: |
 Desnaturalizacion : |
e Alineacion o
- - yields 3
e Extension Ak
Cycle 3 f
yiolds 8
molecules;
2 molecules ¢
(in white boxes)
match target
sequence




PCR

“*Visualizacion de la reaccion
* Electroforesis en geles de
agarosa

>+Tipos de PCR:
* PCR anidada
* PCR in situ
* PCR multiplex
* PCR con transcripcion
inversa (RT-PCR)
* PCR en tiempo real o
cuantitativo (qPCR)




BPCR en tiempo Real

e /IPLa amplificacion y deteccion se
S producen de manera simultanea

»La deteccion por fluorescencia
permite medir durante la
amplificacion la cantidad de ADN
sintetizado en cada momento.

»Los termocicladores para llevar a
cabo la PCR a tiempo real
incorporan un lector de
fluorescencia y estan disenados
para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida
en cada uno de los viales donde se

realice la amplificacion. /




PCR en tiempo Real

TAGMAN® PROBE-BASED ASSAY CHEMISTRY

1. Polymerization: 4 flucrescent reporter IR) dye and 3 quencher
11} are attached to the 5" and 3" ends of a8 Taghan® probe,
respectivaly.

. FORMARD FRIMER Q PROEE QI'

3 5
' '
] E'
REVEREEFRIMER
2. Strand displacement: When the probe iz intact, the reportar

dye emission is quenched.

. 9.

3. Cleavage: During 2ach extension cyele, the DMNA polymerazs

cleaves the reporter dye from the proba.
A | &
AL
. ] Q.
a g
¥ El
H
4. Polymerization completed: Once separated from the guencher,

the reporter dye emits its characteristic fluorescence.

Q- .. 95

5
3 8
g El

B

SYBR® GREEN |1 DYE ASSAY CHEMISTRY

1. Reaction setup: The SYBR® Green | Dye flucresces when bound
1o double-strarded DMA.

—L L L L 1.
-

2. Denaturation: When the DNAIs denatured, the SYER® Gresn |
Drye is releazed and the fluorescence is drastically reduced.

3. Polymerization: During extension, primers anneal and PCR
product is genarated.

4. Polymerization completed: When polymerization is complets,
SYBR® Green | Dye birds to the double-stranded product,
resulting in & netincrease in fluorescence detscted by the
TRO0HT system.

9 e e e e
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PCR en tiempe real

Utilidad

/otoldentificacién de
microorganismos

s Cuantificacion

*Monitoreo de resistencia a
tto.

*Expresion de genes

vy
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PCR en tiempo real

Ventajas

/ “*Mayor precision, exactitud y
sensibilidad

*Permite hacer detecciones multiples

++Evita la contaminacion

los resultados

«*Cuantificacion del contenido del
material genético (ADN, ARN)

“*No requiere procesamiento post-PCR.

“*Mayor rapidez en la obtencion de

/

Yy 4



*Un chip de ADN (DNA
microarray) es una superficie
solida a la cual se une una
coleccion de fragmentos de ADN
*Los chips de ADN se usan para
analizar Ia expresion diferencial
de genes.

*Se mide el nivel

de hibridacion entre Ila sonda
especifica (probe), y la molécula
diana (farget), indicandose
generalmente

mediante fluorescencia y
analizandose por analisis de
imagen, lo cual nos indicara el
nivel de expresion del gen

v 4

Microarray
preparation

Control Cell Experimental Cell

‘.

o

=

mRNA
extracted
from cell

Reverse transcription,
fluorescently labeled
with Cy3 (Green)
and Cy5 (Red)

\ )

3 Combine equal amount and
hybridize onto microarray
2 2
1 - —
- =
cDNA microarray

R

http://www.columb_ia;fé(fiu/~bo8/undergraduate_research/projects/sahiI_mehta_project/work.htm
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v'Monitorizacion de la
expresion génica

(62L0%) 18d [BuLON

v'Diagnostico molecular y
prognosis de
enfermedades

‘[f” uuullu J]H JIH T 'lt ‘
il |

v'Deteccion de

E§ mutaciones y

L polimorfismos

= v'Deteccion de agentes
t:2‘$

infecciosos

v Farmacogenoémica.
Bcal Medicina personalizada

v'Toxicologia de farmacos

4
Isotype control

Analytica Chimica Acta. 2007, 601: 26
http://www.cecalc.ula.ve/bioinformatica/BIOTUTOR/Microarrays.pdf




