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Se utiliza clinicamente en la
cuantificacion de carga génica en

pacientes portadores del VIH, VHB y Visualizacion de ADN
VHC blanco depende de la

amplificacion de la sefial
Hibridaciones consecutivas de sondas de hibridacion

gue reconocen por una parte la
secuencia de ADN o ARN en estudio

Hibridacién de ADN
ramificado (Branched <
DNA)

. . -
Determina la secuencia

TECNICAS DE completa de ADN en el Permite establecer el orden de los nucleétidos
BIOLOGIA genoma de una persona presentes en las moléculas de ADN o ARN a

estudiar
MOLECULAR
—

Secuencia paralela,
masiva o de nueva
generacion (NGS)

Secuenciacién /
del genoma \

Realizar secuencia masiva y paralela de millones
de fragmentos del ADN y/o ARN presente en la
muestra

\
—

Secuencia por sintesis de ADN
con deteccién en tiempo real

Pirosecuencia < -

Robusta, rdpida, sensible,

altamente cuantitativa y
Caracteristicas < precisa, flexible, co;to efectiva
y tiene la capacidad de
automatizacion de la muestra

~—




_ _ o Aplicacién
Consiste en convertir, en forma ciclica, Transcripcion clinica en el
Amplificacién una molécula de ARN a ADN a ARN diagnéstico

isotérmica de agentes
infecciosos y
Transcripcion de ARN cuantificacion

POLIMERASA de la carga
viral

Partidores Promotores

—

El acido nucleico
analizado es RNA.

/-1- Extraccion de RNA total o poli(A)+RNA

2- Desnaturalizacion con formaldehido

TECNICASDE/
BIOLOGIA
MOLECULAR \

3- Separacion electroforética (geles de agarosa
NORTHERN ~ desnaturalizantes)

BLOT 4- Transferencia a membrana de nitrocelulosa (usualmente

Pasos de la / por capilaridad)
técnica \ 5- Bloqueo de la membrana con exceso de RNA
6- Hibridacion con sonda marcada
7- Lavado de la sonda no unida (control de astringencia)

8- Revelado

\_




/-S b il q lificacis Denaturacion,
e basa en ciclos de amplificacion Partidores alineamiento y

exponencial de un fragmento especifico | e o

., de ADN
Reaccion de

polimerasaen <  Amplificacion PCR en infectologia se

cadena basa en el analisis de moléculas de ADN
0 ARN a partir de minimas cantidades de
muestras

C -

Es la transferencia de tales moléculas de DNA

TECNICAS / obtenidas por restriccion desde el gel a una
membrana.

DE
BIOLOGIA
MOLECULAR

. Digestién del DNA con enzimas de restriccion

. Tratamiento del gel con solucién desnaturalizante

/ Pasos de la . Tratamiento con solucion de neutralizacion
SOUTHERN técnica N . Transferencia de los fragmentos de DNA a membrana
BLOT \ . Tincion del gel con bromuro de etidio para evaluar la
transferencia.
6. Fijacion de los acidos nucleicos a la membrana
. Hibridacion con la sonda marcada: 6 hs a ON, a la Tm de
la sonda.

. lavados de membrana

9. Revelado
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