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Southern blot:

La denominacion
de esta técnica
proviene del
nombre del autor
que la introdujo en
1975.

La técnica consiste en tratar el ADN con
enzimas de restriccion, tras lo cual se
separan los fragmentos  mediante
electroforesis en un gel de agarosa
guedando separados segun el tamafio de
los fragmentos de ADN. Después se trata
para desnaturalizar el ADN que se
transfiere a un filtro de nitrocelulosa o nylon
mediante un sistema de vacio, sobre el que
se fija con luz ultravioleta y por udltimo se
expone la membrana a sondas
complementarias (hibridacion) de la cadena
que deseamos buscar marcadas
radioactivamente o0 con digoxigenina-
biotina.

GENETICA
MOLECULAR:

Se encarga del estudio de
la estructura y la funcion
de los genes a nivel
molecular

Northern blo:

Puede ser aplicado a las
biopsias de piel, a las que
se aplican técnicas de
extraccion de ARN.

Su estructura secundaria compleja hace
necesario el uso de técnicas de
desnaturalizacioén, generalmente con
formaldehido y formamida. Asi, una vez
extraido el ARN se aplica electroforesis en
geles de 1% de agarosa-formaldehido, El ARN
puede ser teflido con colorantes como el
naranja de acridina. Es transferido a
membranas de nylon especiales, son
posteriormente hibridizados con sondas de
ADN complementario marcado.

Western blot o
immunoblot:

Permite reconocer el
peso molecular de la
proteina en estudio y

tiene mayor
fiabilidad que otros
métodos
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Aplicar la electroforesis en gel de
poliacrilamida a homogeneizados de
proteinas, transferirlas a una membrana
y revelarlas con anticuerpos especificos
similares a los utilizados en
inmunohistoquimica

Gel casselte
Inode  Cahode Hamilion
buffer  pufer yringe

\
Tank

Negative
electrade O i
thambet mple

Power source

a

Separate protein
bands




Hibridacibn  gendmica
comparativa:

Se utiliza para evaluar el
namero total de
aberraciones del genoma
de la muestra a analizar

basandose en la
capacidad del ADN para la
hibridacién con

secuencias homologas.

Se trata de extraer ADN de células normales
y de células tumorales tras lo cual se hibrida
con células diana normales. Dado que las
células diana y el ADN control presentan el
mismo ADN, las diferencias al comparar la
hibridacion control y la de la muestra tumoral
se deberan a anomalias presentes en el
tumor La valoracion cuantitativa de esta
diferencia ha de hacerse utilizando un
sistema de andlisis digital de imagenes2

GENETICA
MOLECULAR:

Se encarga del estudio de
la estructura y la funcion
de los genes a nivel
molecular

Slot-blot y Dot blot:

Puede realizarse con
sustancias
quimioluminiscentes, ha
facilitado la aparicion de
kits comerciales basados
en esta técnica.

Hibridacion en fase de
solucion:

Es actualmente el mas
popular para la
deteccion de
infecciones por el HPV

Consiste en transferir directamente el
ADN a la membrana sin haber realizado
previamente rotura del ADN ni
electroforesis e incubarlo con sondas de
ADN complementarias a las secuencias
de ADN que buscamos. Cada muestra se
coloca en un punto determinado (“dot”) y
posteriormente se desnaturaliza para que
la hibridacién pueda tener lugar.

1. Block
2. Antibody Incubation
3. Target Detection

Se utiliza dos mezclas de sondas de ARN, una
para los genotipos HPV de bajo riesgo: 6,11,42,
43y 44, y otra para los genotipos HPV de riesgo
intermedio/alto: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 y 68. Las muestras positivas se
detectan uniendo los complejos de la hibridacion
en tubos revestidos con un anticuerpo
monoclonal ligado a fosfatasa alcalina contra
hibridos ARN:ADN. Al afiadir una sustancia
guimioiuminiscente, la emisién de luz puede ser
medida en unidades relativas de luz. La
sensibilidad de la prueba se estima en 1000
copias de ADN de HPV-16, algo menos que PCR,
pero con una mayor especificidad.
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Hibridacion "in situ":

Permite la localizacion
de secuencias de acido
nucleico, ADN, ARN
virales, ARN celular o
ADN cromosoémico, en
el lugar del tejido en el
gue se encuentra.

Se utiliza en el diagnéstico en medicina, para
identificar secuencias virales en tejidos y
proporcionar informacién sobre los
mecanismos patogénicos de las infecciones
virales. EI ADN de la muestra no es extraido
sino que es detectado directamente en la
célula intacta. La hibridacion in situ se utiliza
para localizar en el tejido la expresion
oncogénica de un componente particular

GENETICA
MOLECULAR:

Se encarga del estudio de
la estructura y la funcién
de los genes a nivel
molecular

FISH:

Permite contar
exactamente el nimero de
centrémeros presentes en
una célula, o valorar varios
centrémeros a la vez en
cada célula usando zonas
de varios colores, ademas
requiere una cantidad de
ADN muy pequefia.

Se utiliza sondas especificas para
determinados cromosomas 0 secuencias
de ellos. Se desnaturaliza el ADN con calor
y se incuban las muestras con formamida y —
tampdn o bien son a su vez detectables por
un intermediario marcado con
fluorescencia. Esto nos permite poner de
manifiesto alteraciones cromosémicas
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PCR:

Permite detectar un
fragmento del material

genético de un
patégeno. En la
pandemia de

coronavirus, como en
tantas otras crisis de

salud publica
relacionadas con
enfermedades
infecciosas.

Se basa en la replicacion del ADN por los enzimas
denominadas ADN polimerasas (se utiliza la Taq
polimerasa porque es termoestable). Estas enzimas
producen copias de ADN complementario a partir de una
cadena de ADN de cadena simple (tras desnaturalizacion
del ADN mediante calor) pero sélo pueden empezar
copiar afladiendo nucle6tidos a una cadena de &cidos
nucleicos que debe estar previamente acoplada al ADN
de cadena simple (el iniciador o "primer"). La técnica
puede ser aplicada a tejidos fijados en formol e incluidos
en parafina, aunque es conveniente que los fragmentos
de ADN buscados no superen los 300 pares de bases.
Otros fijadores como B5 no son adecuados para los
estudios de PCR.
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