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TOMA DE MUESTRAS
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PCR Y TECNICAS DE
SECUENCIACION
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¢QUE DETECTAN LAS
TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR?
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Responsable de |la

identidad y de la

diversidad de los
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Su estudio permite la
identificacion y clasificacion |
de los agentes infecciosos
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¢QUE INFORMACION NOS
PUEDEN DAR?




TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

Deteccion y estudio del material genético organismos

DETECCION
MICROORGANISMO

CUANTIFICACION
MICROORGANISMO

TIPIFICACION
MICROORGANISMO

Ausencia o presencia de
un agente infeccioso (de
su genoma)

4

PCR

Cantidad de genomas
presentes en una
muestra de un
determinado organismo

4

PCR a tiempo real
(cuantitativa)

Clasificacion en
genotipos

Correlacion con fenotipo
(patogenicidad, serotipo)

4

Secuenciacion




AMPLIFICACION

FUNDAMENTOS PCR

Especifica

_—

EXTRACCCION
ADN/ARN
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FUNDAMENTOS PCR

25 pares de bases




' FUNDAMENTOS PCR

AMPLIFICACION

@ Especifica

@ Exponencial

1 PCR -=> 30-35 CICLOS

X 10.000.000.000

3
3







J FUNDAMENTOS PCR

1000pb
800p
700pb
600pb
500pb
400pb
300pb

200pb

VENTAJAS INCONVENIENTES

B FElevada sensibilidad B Coste

= Rapidez m) Conservacion muestras

= Posibilidad tipificar =) No informacidn de la viabilidad
del agente infeccioso

m) Necesidad informacidn genética
del agente infeccioso




SECUENCIACION
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ANALISIS DE SECUENCIAS

GAGGC
STA- CEPA 1 CAT|ITTIACA|TG|IGAGGC
STA- CEPA 2 CAT|ITT|ACA|TGlGAGGC
STA- CEPA 3 CAT|ITT|lACA|TGleAGAC
STB- CEPA 1 CAT|ITTIACA|AAlGAGGC
STB- CEPA 2 CAT|ITTIACA|AAlGAGGC
STC- CEPA 1 CAT|ICCIACA[T66GAGGC
STC- CEPA 2 CATICCACATGIEAGGEC
STA-CEPA2 )
— STA-CEPA3 | SEROTIPO A
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ARBOL FILOGENETICO
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VENTAJAS |

= Méaxima precision en la caracterizacion

= Relativa rapidez (comparacidén con métodos clasicos de
tipificacion)

= Comparacion con cepas de todo el mundo y deteccidn de
cepas nuevas.

| INCONVENIENTES
= Coste

= Analisis de resultados es costosa y complejo

= No aplicable de forma sencilla a organismos mas
complejos (bacterias o virus de genomas complejos)




¢CUANDO SON TECNICAS DE
ELECCION?




Deteccion y estudio del material genético organismos

4 %

No es necesario aislar el Se puede estimar un caracter
microorganismo para su fenotipico (virulencia,
deteccion serotipo) a partir del

genotipo
Microorganismos de Microorganismos que
aislamiento dificil o lento requieran una clasificacion
: |A — HPAIV/LPAIV
Virus

IBV, FAdV, TRT — Serotipo
Mycoplasma IBDV — Virulencia




¢CUANDO SE DEBEN TOMAR
LAS MUESTRAS?




Deteccion y estudio del material genético organismos

¥

En aquellas fases de la enfermedad en que el agente causal
esté presente en las aves/tejidos

INFECCION AGUDA INFECCION CRONICA |
Muestreo temprano en la Muestreo se puede retrasar
fase aguda de la enfermedad en el tiempo, dado que el
(presencia de signos clinicos) agente causal estara

durante mas tiempo
infectando el ave




¢QUE MUESTRAS SE DEBEN
TOMAR Y COMO SE DEBEN
CONSERVAR?




e &
1.- Tejido diana Q Q
2.- Hisopo sin medio de transporte Q Q

3.- Tarjetas FTA "
(inactivacion del organismo) //
e

@ Refrigeracién/Congelacién
@ Seleccidon adecuada de la muestra

© Orientar sospecha

@ Historia clinica (vacunaciones)




SEROLOGIA
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