Aplicaciones de |a Biologia
Molecular en la Salud



Acidos nucleicos

* ADN

— Genoma

* Informacidn mas detallada acerca de
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PCR (Polymerase Chain Reaction)

Saiki, R., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K., Horn, G., and Erlich, H. (1985). Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia.
Science 230: 1350-54

Objetivo: obtener multiples copias de una i
region especifica del DNA a partir de algunas
(1) moléculas molde.
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PCR a tiempo real (gPCR)

Reporter and
quencher-marked

Se basa en la deteccidon/cuantificacion de | © oy

fluorescencia asociada a la generacion de productos
de PCR

Diversas metodologias (TagMan, Molecular
Beacons...), SYBRGreen Lol
Permite novedosas y mas precisas aproximaciones a

la cuantificacion de DNA y RNA por PCR. Tty ®
— .Cua.ntlflcauon relatlva/a.b,soluta o TS et
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Estimaciones cuantitativas en gPCR
* Usando recta eBsténdar

Quantification Strategies in real time qRT-PCR
MW, Fiaffi, BioSpeldram 2004 (Sonderavagabe FCR)

absolute quantification

relative quantification

N

VAN

external calibration external calibration normalisation external
curve curve calibration
one color detection twio color detection via one via reference curve without
system systerm reference gene index any referenece
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external calibration curve
FT-PCR product

plasmid DMA

in vitro transcribed RMNA
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synthetic RMA Oligos |

without real-time PCR with real-time PCR
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2 (:AACP) | REST, 4Gene
LC software
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Curva estandar

Sample Standard Calculated copies =
2 ng plasmid 2.39E+8B 2 555E+8

0.02 ng plasmid 2.39E+6 2. 265E+6
0.0002 ng plasmid 2.39E+4 21A77E+
0.000002 ng plasmid 2.39E+2

OT-1 + mouse

OT-1-mouse e

OT-1 - mouse
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Quantitative Real-time PCR Data. Quantitative real-time PCR data for the OT-1 transgene using pCR
TOPO02.-OT-1 plasmid standards and genomic DNA from OT-1 positive and OT-1 negative mice. 8.408 *10°
copies of the OT-1 transgene were detected in 300 ng of genomic DNA from the OT-1 positive mouse while
no signal was generated from the OT-1 negative mouse.

Wright et al. BMIC Immunology 2005 6:20 doi:10.1186/1471-2172-6-20



Secuenciacion

Elucidacion de |la secuencia
nucleotidica (bases) de un fragmento
de ADN, gen, genoma
Secuenciacion clasica

— Sanger

“Secuenciacion de nueva generacion”
— 454 pirosecuenciacion

— SOLID

— lon semiconductor (lon Torrent)

— lllumina (Solexa)

— + Desarrollo bioinformatico
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Analisis de Datos

e Desarrollo Bioinformatico

— Datos de secuenciacion
e Ensamblado

e Anotacion génica

— qPCR

e Algoritmos de cuantificacion
e Calculo de eficiencia

— Microarrays
e Evaluacion de senales . &\é‘"‘ Py
B £



Microarrays ADN

‘--.____

e Coleccion de moleculas
de ADN inmovilizadas
sobre diferentes soportes
en posiciones definidas

e Proceso:

— Diseno microarray
(disponibilidad
comercial)

e Sondas
* Inmovilizacién / Soporte

e Plataformas comerciales

— p.ej. Genechip
(Affymetrix)

— Hibridacion
— Deteccidon de senal.
e Amplificaciéon




Microarrays ADN

Herramienta de
analisis de alto
rendimiento B -ty

— Genotipado /
resecuenciacion

— Analisis de expresion
génica

— Definicion de
biomarcadores

— Diagnostico genético

— Deteccion de
patogenos

Principle of cDNA microarray

assay for gene expression
(after Gibson & Muse 2002)

Red = "up-regulation”
Green = "down-regulation”

Black = constitutive
expression




Aplicaciones en Microbiologia

mﬂfnﬂicmﬂmlayy Go Molecular. The Answer Is in the DNA

 Microbiologia molecular

— Diagnéstico de infecciones microbianas.
Evolucién carga viral

— Deteccidon de microorganismos en muestras
ambientales
— Detecciéon de microorganismos en alimentos

— ldentificacion taxondmica de microorganismos

* Rapidez, sensibilidad, especificidad, bajo riesgo de
contaminacion, comodidad, alto numero de muestras
procesadas.

Primiary Total Time:
Enrichmant 10-27 hrs

16-24 hrg

Fﬂmﬂf‘f sﬂ{-ﬂﬂﬂﬂr\' Tortal Tinne:
IMMUNOEBSAYE pprionmant —— Loy 15-2 days

18-24 hrs 18-24 hrs A0 ming—2 hra

Primary Sacondary Salactive
Enrichmant Emfchmant Isolation 2-7 days

1 day 1-2 days 1-2 days 1-2 days

Tortal Time:

Traditional Cutture Confirmation




Metodologia

e Sistema de deteccion de patdgeno :
e Seleccion del ADN objetivo Primer3
* Disefo de cebadores y sondas. Controles.
*  Optimizacion del ensayo
e  Verificacion / validacion

 Ensayo de deteccion

* Preparacion de la muestra
— Eliminacion de inhibidores de PCR

— Incremento de la concentracidn del organismo
objetivo

— Eliminacion de la heterogeneidad de la muestra
* Enriguecimiento
— Acceso al nivel de deteccién por PCR (10-3 ufc)
— Células viables/no viables
* Aislamiento de ADN
— Kits ad hoc para las diversas muestras/automatizacion o
— Colony PCR B =l |||
* Analisis por PCR/real-time PCR _ T T L = =
— RT-PCR t |\
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Microbiologia molecular
LightCycler

e Especies objetivo

Alicyclobacillus
Bacillus
Campylobacter
Candida

Chlamydia
Clostridium difficile
CMV

Cronobacter sakazakii
Cryptosporidium

E. coli

E. coli 0157
Enterobacteriacea
E. sakazakii
Enterococci

Enteric Viruses
Helicobacter
Hepatitis

HIV '
Legionella 1
Listeria

MMR viruses
Molds [Moulds]
Mycobacterium
Neisseria
Pseudomonas
Respiratory Viruses
Salmonella
Shigella
Stapyhlococcus
Staph. aureus
Staph. [MRSA]
Streptococci
Yeasts

Vibrios in Food

Virologia

HIV - Carga Viral

HCV - Carga Viral

HBV - Carga Viral

HCV - Deteccion

CMV - Carga Viral

HPV - Deteccidn

HEV Genotipificacién

Cuantificacién directa del RNA del virus de la
inmunodeficiencia humana - 1 para evaluacién del
prondstico o de la respuesta viral a la terapla
antirretroviral.

Cuantificacién del RNA del virus de la hepatitis C por
amplificacién de acidos nucleicos para deteccién de
fluctuaciones de la carga viral en pacientes con
infeccion crénica por HCV, sometidos a tratamiento.

Cuantificacién de los niveles de DNA del virus de la
hepatitis B para evaluacién de la eficacia de la
terapia antiviral, utilizada en el tratamiento de
enfermos con HBV.

Deteccion del RNA del virus de la hepatitis C por
amplificacion de acidos nucleicos, que ofrece un
parametro de viremlia activa, siendo posible detectar
la viremia antes de la soroconversidn inmunolégica.

Determinacion de la carga viral del Citomegalovirus,
para el acompafnamiento de pacientes de alto riesgo
y monitoreo de la respuesta al tratamiento.

Deteccion del Virus del Papiloma Humano con
genotipo de alto riesgo en células de cuello del ltero
recogidas en medios liquidos.

Deteccion y genatipificacion del Virus del Papiloma
Humano en sus 33 genotipos mas relevantes.

Tamizaje de bolsas
de sangre

TagScreen MPX

Test multiplex cualitativo para la deteccién de RNA
del HIV-1 Grupo M, HIV-1 Grupo O, HIV-2, HCV y
DMA del HBV en muestras de plasma de donantes.

Microbiclogia

Deteccion de
Chlamydia trachomatis

Deteccion de
Neisseria gonorrhea

Deteccion de
Mycobacterium tuberculosis

Septifast

Deteccién cualitativa del ADN de Chlamydia
trachomatis en muestras endocervicales o en orina.

Deteccién cualitativa del ADN de Neisseria
gonorrhoeae en muestras urogenitales.

Deteccién cualitativa del ADN del complejo de la
Mycobacteria tuberculosis (MTB), en muestras
respiratorias humanas para diagndstico de
tuberculosis.

Deteccidn e identificacién de ADN de 25 especies de
hongos y bacterias, causantes de aproximadamente
90% de todas las infecciones del torrente
sanguineo, para ayudar en el diagnéstico rapido de
la sepsis.
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Deteccidn/cuantificacion de virus
gripe Aviar H5N1 por gPCR

o5,
il
Kit Contents genesig
* Hemagglutinin H5 primer/probe mix (|50 reactions BROWN)
FAM labeled, BHQ quenched
* Neuramidase N| primer/probe mix (|50 reactions BROWN) PrimerDesign ”Ltd

FAM labeled, BHQ quenched ) .
Quantification of

Hemagglutinin H5 positive control template (for Standard curve RED) Influenza A virus subtype H5N| ( avian -

Neuramidase N | positive control template (for Standard curve RED) inﬂuenza)
Internal extraction control/HS and N I/ACTB ' 'e“-‘-“-ff-f-"-zi”i”-"' H5
RT primer mix (150 reactions GREEN) Neuramidase N
RMNAse/DMNAse free water For general laboratory and research use only
Standard kit
Real-Time PCR Instrument
150 tests

RNA extraction kit
This kit is designed to work well with all processes that yield high quality RNA with minimal
PCR inhibrtors.

Precision OneStepm qRT-PCR MasterMix kit
Contains complete one step qRT-PCR MasterMix plus Standard MasterMix for no template
control

Optional - Reverse Transcription kit and Mastermix t
Although a one step RT-PCR protocol is recommended, this kit is designed to_work well P
with a two step protocol. We recommend the use of PimerDesign Precision " Reverse |
Transcription kits and the use of PimerDesign 2x Precision” MasterMix for the two step
protocol.

Pipettors and Tips

Vortex and centrifuge

Thin walled 1.5 ml PCR reaction tubes



Farmacogenética/Farmacogendmica

Allelic DiscriminationPlot  ~~ ~legend

e Real-time PCR

e TagMan Drug Metabolism
Genotyping Assay
— Technologia TagMan
— DME genes

¥ 2A6*9(C))

— Deteccion de polimorfismos
— Seleccion de mas de 200 genes

3 1.8
lllllll (2A6°9{A))



Farmacogenética/Farmacogendmica

e Microarray: AmpliChip
CYP450 Test

— Deteccidn de variantes en
los genes CYP2D6 and
CYP2C19

— Implicados en el
metabolismo del 25% de los
medicamente prescritos

— Estrategia terapeuticay
dosis de tratamiento




Oncologia molecular

TAGCACAT CA-
20

e Estudio de |la relacidon de entre
polimorfismos y riesgos de
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CML (Leucemia mieloide cronica)

La CML se caracteriza por
presentar la Ph
translocacion en el 90-
95% de los casos (gen
bcr-abl quimérico)
Cuantificacion de células
especificas Ph+.

Monitoring de pacientes
bajo trasplante de células
troncales

— Cuantificacion de
transcritos

— Decisiones en el
tratamiento
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