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PCR

Técnica de laboratorio que permite la
produccion (amplificacion) rapida de millones

Definiciéon a miles de milones de un segmento
especifico de ADN, que asi se podra estudiar
en mayor detalle.
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= Desnaturalizackdn inicial

= Ciclos de la PCR: desnaturalizacidn,
alineamiento y extenshin

= ExtencsiGn final

Despues de la PR

al Electroforesis

En tiempo real: La deteccion se realiza al mismo tiempo
gue sucede la amplificacion, mediante intercalados en el
producto de PCR.

Tipos

En punto Real: Se analiza después de 25 a 35 ciclos en el
punto previo a la saturacion de la reaccion.

Desnaturalizacion. Se conseguiria elevando la temperatura del tubo de
reaccion hasta 940C, durante, por ejemplo, un minuto (este tiempo puede
variar entre ¥2 minuto y 2 minutos)

2. Alineamiento. Se desciende la temperatura hasta una temperatura que
puede oscilar entre 40 oC y 60 oC (dependiendo de diversos parametros
como la secuencia de los primers, su especificidad,...). La duracion de este
paso puede oscilar entre %2 minuto y 2 minutos.

3. Extension. Se vuelve a aumentar la temperatura hasta los 72 oC y se
deja actuar a la Taq polimerasa durante 1 6 2 minutos.




Secuenciacion

La secuenciacion del ADN significa determinar el orden de los cuatro componentes basicos
quimicos, llamados "bases", que forman la molécula de ADN

Definicidon

a) Obtencion del fragmenta
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(templado o molde)
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f) Desnaturalizacion con
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Método de
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La muestra de ADN que se secuenciara se combina en un tubo con el
cebador, la ADN polimerasa y los nucleotidos del ADN.

Primero se calienta la mezcla para desnaturalizar el molde de ADN
(separar las cadenas) y luego se enfria para que el cebador pueda unirse
al molde de cadena sencilla.

La ADN polimerasa afadird nucledtidos a la cadena hasta que
aleatoriamente agregue un nucleétido didesoxi en lugar de uno normal.

Cuando la reaccion termina, los fragmentos se hacen pasar a través de
un tubo largo y delgado que contiene una matriz de gel en un proceso
llamado electroforesis capilar en gel.

Los datos registrados por el detector consisten en una serie de picos en la
intensidad de la  fluorescencia, como se muestra en
el cromatograma anterior. La secuencia del ADN se lee a partir de los
picos en el cromatograma.
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Elisa

Definicidon

Tipos

Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima

Se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado

sobre una fase sdlida mediante anticuerpos que Fases de un ensayo Union del antigeno
directa o indirectamente producen una reaccion cuyo ELISA Formacién de una o mas capas de inmunocomplejos.
producto

Directa

Indirecta

Sandwich

Revelado de la reaccion enzimatica.

Se preparan recubriendo los pocillos con las soluciones en las que
se sospecha se encuentra el antigeno. Se incuban con anticuerpos
marcados. Indican la presencia de antigeno en la solucién analizada.
Es necesario incluir controles negativos que seran muestras del
mismo tipo de las analizadas (sangre, orina,) pero en las que se
tenga la certeza de la ausencia del antigeno buscado. Asimismo, se
incluyen controles positivos (soluciones donde se encuentra el
antigeno buscado, o bien se le ha afiadido).

Se preparan de una forma idéntica a la anterior. Los controles
positivos y negativos son los mismos. El sistema de deteccién emplea
dos anticuerpos: uno primario contra el antigeno, y uno secundario
marcado contra el primario. La deteccién tiene mayor sensibilidad por
presentar una amplificacion de sefial debida a la union de dos o mas
anticuerpos secundarios por cada primario. Es el ensayo mas popular,
como lo es la inmunofluorescencia indirecta, pues un mismo
secundario marcado y un mismo sistema enzimatico permite
cuantificar una gran cantidad de antigenos.

Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el pocillo con
un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de
anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra el
antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer
anticuerpo. Después de un segundo lavado que elimina el material no
retenido se aplica una solucién con un segundo anticuerpo anti-
antigeno marcado. Asi pues cada molécula de antigeno estara unida a
un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al
menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y
sensibilidad debido a la amplificacién de sefial que permite el segundo
anticuerpo.
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Es una Tecnologia estandar
basada en laser que se utiliza en la Principio de
Definicidn deteccion y medicion de citometria de
caracteristicas fisicas y quimicas de flujo
células o particulas
Es transportar particulas en una corriente de
: fluido al rayo laser. Para lograr esto, la
Sistema muestra se inyecta en una corriente de fluido
Fluido. enyolvente (generalmente una , solucion
Cltometrla ;a!lna tamponada) dentro de la camara de
ujo.
de flujo.
La Optica de excitacion consta del laser
y lentes que se utilizan para dar forma
y enfocar el rayo laser al flujo de la
muestra.
Sistema La optica de recoleccion consiste en
Partes O tico una lente de recoleccion para
P recolectar la luz emitida después de
que la particula interactia con el rayo
laser y un sistema de espejos Opticos
que desvian las longitudes de onda
especificadas de la luz recolectada a
detectores 6pticos desianados.
El sistema electronico convierte las
Sistema seflales de los detectores en

electronico

sefales digitales que pueden ser
leidas por una computadora.

La dispersion de la luz se produce cuando una particula desvia la luz del
laser incidente. La medida en que esto sucede depende de las
propiedades fisicas de una particula, a saber, su tamafio y complejidad
interna.

La luz de dispersion frontal (FSC) indica tamafio y La luz de dispersion
lateral (SSC) indica la granularidad celular.

Marcadores fluorescentes utilizados para detectar la expresion de
moléculas celulares como proteinas o acidos nucleicos en un sistema.
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Aplicaciones: biologia molecular, patologia,
inmunologia, virologia, biologia vegetal y
biologia marina.
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