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MORFOLOGIA  MOLECULAR

SCIoRMOL 5-10%
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ETANOL 96- 100% ETANOL100%/ CONGELAMLENTO A -30°C

CONVENTENTE PARA LA EXTRACCION, PERD PUEDE ALTERAR LAS
ESTRUCTURAS PARASTTARIAS
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ESPORULACION DE COCCIDIOS . MEORES RESULTADOS A deC

El tiempo es CLAVE; y las BAJASTEMP
a la preservacion

Dafo del ADN presente en tejidos fijados con formalina. EI ADN extraido de tejidos
fijados con formalina contiene varios tipos de dafos. El formaldehido, el componente
principal de la formalina, es altamente reactivo con bases de ADN y proteinas,
generando entrecruzamientos de histona-ADN (1), aductos de formaldehido-ADN (2),
entrecruzamientos de ADN-proteina (3) y entrecruzamientos de ADN-ADN (4). El
uracilo (5) y la timina (6), que resultan de la desaminacion de citosina y 5-mC,
respectivamente, también estan presentes en el ADN de FFPE. Las bases de ADN
también se pierden, lo que resulta en sitios basicos (7), y las cadenas de ADN se
rompen, lo que lleva a la fragmentacion del ADN.
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A Extraccion de ADN: DISTINTAS ESTRATEGIAS

EXTRACCION DIRECTAMENTE
DESDEMATERIAFECAL Stool DNA Purification
Kit from BioVision

m o CD Stool DNA Kit
- (308 USD)

GenElute™ Stool DNA
Isolation Kit

Fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 25:24:1, viv

QIAamp DNA Stool
MiniKit (Qiagen)

Quick-DNA Fecal/Soil Microbe P ";Zf;"sc:g z‘;“s
Miniprep Kit




COPROLITOS

RAESEARCH ARTICLE

Pre-Columbian zoonotic enteric parasites: An
insight into Puerto Rican indigenous culture
diets and life styles

Rosana Wiscovitch-Russo '¢*, Jessica Rivera-Perer’™, Yvonne M. Narganos-Storde™,
Erlleen Garcia-Roldin™, Lucy Bunkiey-Willlams "', Raul Cano™, Gary A. Toranzos'®*

1 Em eral AExAntory Puemn Rico. San Juan. Pusno Fico. 3 Ecosysterms &
Giotal Charge. Maraski Wherua-Lardcan Fesearch Lincoin. New Zealand. 3 Conter for Archasologeal

Rasaarch. University of Pusrio Fco. San Juan. Pueno Fico, 4 Depariment of Biclogy. Uriversity of Puero
Aco Mayagies. Pueno fsco, 3 The BoCollectve. Denver, Colomdo, United Suies of America
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Extraidas de coprolitos de aproximadamente 1400 a 540 arios (afios antes del presente)

DESAFIO: Pequefias cantidades de ADN de parasito detectable en las heces + dafio del
ADN por su antigliedad = causa dificultad durante la secuenciacion y posterior alineacion
con una secuenciade referencia existente

"Microscopy revealed Diphyllobothrium spp. and Dipylidium caninum eggs along with unidentified

cestode and trematode eggs. DNA sequencing together with functional prediction and phylogenetic
inference identified reads of Cryplosporidium spp., Giardia intestinalis and Schistosoma spp.”
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... a partir de huevos
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e Alternativas de sedimentacion y flotacion:

e Flotacién de Sheater o Willis, agregado de agua, centrifugacion y lavado del
pellet.

e Las muestras de heces se filtran a través de gasa doble en tubos de
centrifuga de 15 mL y se concentraron por centrifugacion a 12.000 xg durante
15 min. Los huevos del sedimento se lavan tres veces con PBS pH 7,4
mediante centrifugacion a 1.000 xg durante 15 min

e  Sedimentacion de Ritchie convencional, pero utilizando agua estéril en lugar
de formol.

e El shock térmico que hacemos nosotros consiste en el congelamiento de la
muestra en Nitrégeno liquido durante 1 min y luego descongelamiento rapido
a 95°C. Se repite este proceso 3 veces
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LARVAS DE
NEMATODES

Chelex® 100 Extraction Method
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san
b q and retain for possibie

presuTpive esting

Yoteuma, cortige

worl

~
1 5L microfuge Incubute for 20-30 min at \

ube contaney room lerperdture. mIxing
1.0mL &H.0 occaucrally

gocrhige B
Riulaer superratant

contaning e sxracied

DNA, Discard Chelex -
pellet >nor 1 sloeng Adcpied from 1 Butier

El Chelex-100 es una resina que preferentemente captura iones metalicos
polivalentes en soluciones. El efecto de esta sustancia es prevenir a través de
su accion quelante la ruptura del ADN a altas temperaturas catalizada por los
iones involucrados en las muestras de trabajo.



EL ADN GENOMICO PUEDE SER EITRAEDO DE 30 MG DE TEJIDO CESTODO UTILIZANDO
<~ j (OMERCIAL KITS DE EXTRACCION
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Fenol cloroformo:alcohol iscamilico
25241, v

=\
- Qiagen

T QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
GNOME, Easy-DNA Kit MP Biomedicals™ FastDNA™ P :

SPIN Kit

l—iq'
DNeasy Blood and
Tissue Kit
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PROTOZOOSy CASOS ESPECIALES: Blastocystis spp.y M

@ Pared de quistes, ooquistes y espora
estas estructuras.

Ruptura fisica por shock térmico/ beads
@ Intermitencia en la emisién 2> Emisioé

se deben analizar varias muestras de
una interpretacion diagnoéstica negativa

@ Enriquecimiento previo por flotacion ¢




ALICUOTAR MATERIAL!!




PUNTO DE CONTROL
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PUNTO DE CONTROL: Medicion de absorbancia
ANALISES CUANTITATIVO
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MUESTRA

FRAGMENTADA MUESTRA
77 INTEGHA

POCA
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FRAGMENTACION

e Ademas de conocer la cantidad y calidad del ADN por espectrofotometria, es
importante conocer si el ADN obtenido esta integro. La integridad del ADN se
puede observar mediante electroforesis en gel de agarosa Si el ADN esta
integro, se debe observar una banda estrecha cercana al pozo en que se
coloco la mezcla de ADN. Si esta fragmentado, se observara una banda de
mas de un cm de ancho o un sendero luminoso en el carril de la muestra. El
ADN fragmentado dificulta la amplificacién de productos de PCR de alto peso
molecular y afecta la reproducibilidad de las técnicas.
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Principales bases de datos se secuencias de nucledtidos

*NCBI @ l
*EMBL
ODDBJ §qu!llly r!ﬂgﬂ databases

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome

-— TR

https://www.ebi.ac.uk/genomes/
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« Expresion diferencial en los diferentes estadios NO ESTAN TAN CONSRVADS. OTENGAL
PRESEII0N PARA LA IDENTIFICACION .

(LEVADURAS / BACTERIAS)

La expression diferencial de unidades de genes de 18S es muy comun en Plasmodium por
ejemplo, donde esta expression esta regulada a nivel del desarrolo, con diferentes sets de
ARNTr expresados en diferentes estadios del parasito.

Ver: Kamau, E., Tolbert, L. S., Kortepeter, L., Pratt, M., Nyakoe, N., Muringo, L., ...
& Ockenhouse, C. F. (2011). Development of a highly sensitive genus-specific
quantitative reverse transcriptase real-time PCR assay for detection and
quantitation of Plasmodium by amplifying RNA and DNA of the 18S rRNA

genes. Journal of clinical microbiology, 49(8), 2946-2953.



“Tasa de mutacion hasta 10 veces
superior a la nuclear por mecanismos
de reparacion mas rudimentarios

+Cuidado con PSEUDOGENES

SUBUNIDAD 1 DE
LA CTTOCROMO C OXIDASA (COXL),
(TTOCROMO B (COB) ¥ SUBUNIDAD |
DE NADH DESHIDROGENASA
(NADL)) Y 22 GENES DE TANA
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Research review paper
Toward next-generation sequencing of mitochondrial genomes — Focus on parasitic

worms of animals and biotechnological implications
Aaron R. Jex **, D, Timothy J. Lithewood *, Robin B. Gasser +*

ol o -, iy _.,-

FIIPEIEIIFIIIOIFIIGFIFPS

e e ]
[y
it P Boobehonnd ot . T sl ] Abbrrradinmm by it e st




P R I M E RS No encuentro en bibliografia, disefio los propios?

También UTIL para chequear especificidad de los primers elegidos

o Using Primer BLAST

Primer-BLAST A vool for finding specific primers

Finding primers specific 1o your PCR template (using Primer) and BLAST)

Baiiexs recontrowlly  Publicaion Tina f

PCR Tomplate

) G Range

e S s 7 Primer3

Entes accession, gi, or FASTA sequence (A rhied ieceed i ¢

O, upload FASTA file
Selecoonar archive | Ningdn archive selsccionada
Prmer Paramaters

Use my cwn forward pmet  [CA¢ TAT TGG AGE TGG AAT TAC L OligoAnalyzer Tool

(53 on plus strand)

Line my cwn reverse prime: [GTT GAT cCT ] -
(5> on minus strand) * )
L
PCR product size ™ 10
¥ of primers to return 0
Og M Mas Im Gifferenie
Primer melting temparstuins 570 500 610 ] 9

(T}




También

Primes Pair Spoc
Specificity chack
Search mode
Databare
Exclusion

Ovganiam

Entrez query

Primuer specificity stringency

Max wrge wire

Allow splice varlants

DISENO DE PRIMERS

UTIL para chequear especificidad de los primers elegidos

Note: Parametes vatuss thet differ from the default arm highlighted in yellow
ficity Chachang Parsmy

1€ Eraamie 5270 for premer e TpRCHS 10 e Enced FCR WmoEm 4
Autamans - |
e v| @

Exchide predicied Refseq ranscrpty faccession wiih XM, XR prebi) | Enclude unc sarmple

w

Primar must have af least |2 v |wtal mismatchas fo unintended targets. inc

st heast |2 v | mismatches within the last (5~ |bps at the Y end @
ignare targets that have | & v | o mors mismatches 1o the prime: 4
A00¢ u

Al (e |0 @

=RNA fpace v (eguines retueg MANA seguencr i POR lemplate nout) i

i1 Wote Futarmetes vahors that difles frcen the defau® are highliyhted in yelon

Using Primer BLAST

Primer3

OligoAnalyzer Tool




DISENO DE PRIMERS

También UTIL para chequear especificidad de los primers elegidos

9 Using Primer BL,

Viwmt HLAY| Harwaths

Inget PR tomplate nane : s - .
\-lh::‘:ﬂ‘l":: g r.r-u;_u_':.\ war s frund @ sslected falatake Wocleshde | clecTie (A
= Detailed primer reports
Primer3

L E—— Sell ¥ cnenglamantarity

Bormand primes

Proaboctn o Larged tmemplatnn
: Ertamonta hosie motite T 1S mag amal sk iosses FSA qure paris sequesce

e OligoAnalyzer Tool

Cuando usamos primers disefiados en el laboratorio se puede empezar probando
con condiciones estandares, y dependiendo del resultado, se hacen o no
Modificaciones. Lo mismo se puede aplicar cuando se usan primer publicados y
no obtenemos los resultados esperados.

Concentraci Concentraci X1*nro
Reactivo 6n final (CP) an inicial X1 (uL) de
(Co) tubos
Buffer ’ 10 =(Cf"Co)/
X) Vil
Mg2* =(CFCa)/
(M) 1.5 50 e
dNTPs =(Cf*Ca)/
(mM) 0;2 10 v
Primer =(Cf*Co)/
Forward 0.5 10 v
Primer =(Cf*Co)/
Reverse 0.5 10 v
1aa 1 5 =(CFCoyl
(U/pL) v
=(Cf*Ca)/
Agua - e
=(Cf*Ca)/
ADN 500 ng Vi
Vil




ALICUOTAR REACTIVOS!

+De esta manera congelamos y descongelamos los
reactivos pocas veces, por lo que nos duran mas
(sobretodola tag y los dNTPs)

+Si tenemos algun tipo de contaminacion, tiramos las
alicuotas que usamos en ese momento, se descongelan
nuevas, y de esta forma no tenemos que tirar todos los
reactivos a la basura.

*Ya preparados, los tubos deben mantenerse en hielo
o a 4°C hasta meterlos al termociclador, para evitar
que la polimerasa sintetice fragmentos inespecificos.




QUE SE PUEDE
MEJORAR CUANDO NO

VEMOS AMPLICON?




T° DE ALINEAMIENTO PCR Protocol

Set up condit|

the reagents Prepare the mix

T° DE EXTENSION

NRO DE CICLOS

CONCENTRACION DE
MUESTRAS Y REACTIVOS

En cuanto al tiempo, existe una regla que puede aplicarse a casi todas las PCRs: la
temperatura de desnaturalizacién y de alineamiento es suficiente de 30 a 60 s. Si es una buena
maquina que llega rapidamente a la temperatura programada, con 30 s es suficiente. Para la
extensién, dependiendo del tamafio que esperemos se utiliza mas o menos tiempo para permitir
que la polimerasa trabaje adecuadamente, si se espera un producto de 1 kb, con 1 min es
suficiente, si es de 2 kb, 2 minutos, y si es menos, se hace la conversién equivalente. Casi
todos las PCRs funcionan bien con 30 ciclos. Reducir el nimero de ciclos puede ayudar a
eliminar bandas inespecificas 0 aumentar el nimero si partimos de baja concentraciéon de ADN.
Para tener una idea de la temperatura de alineamiento que podria ser la mejor para nuestros
primers podemos calcular la Tm de cada primer que utilizamos. Tm se refiere a la temperatura
a la que se hibridan o se pegan los oligonucledtidos en los sitios que son complementarios. En
funcién de esto la temperatura de annealing deberia estar 5°C por debajo de la menor Tm entre
los primers.



? PUNTO DE CONTROL
N < '
<& CONTROLES DE LA PCR PARA EL DIAGNOSTICO

Control interno de extracciony amplificacion (CIA):

Control positivo de la amplificacion (CPA)

Control negativo de la amplificacion (CNA)
ADN proveniente de individuos sanos, con estudios parasitologicos
negativos y sin antecedentes de area endémica

Control negativo (CN)
Reaccion de PCR en presencia de agua y ausencia de ADN
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Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE

RESULTADOS
SERVICIO DE SECUENCIACION Y GENOTIPIFICADO < INDEAR
(FCEyN,UBA) NGS
CONICET
o, I
Y Humanizing Genomics

CERELA
Servicio de secuenciacion macrogen
El precio por reaccién era de
US$10, y la purificacion de la

muestra $150

(pesos argentinos).




i Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE
RESULTADOS

EiEsat Lo e UN GRomalograima (de, buena

' | calidad muestra picos unicos,
bien separados entre si y con
poco ruido de fondo

El siguiente ejemplo tiene un
poco de ruido de referencia,
pero los picos "reales” aun son
faciles de leer, por lo que no
hay ningun problema con esta
muestra




i Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE
RESULTADOS

Demasiado ruido de
fondo, pero senal/ruido
alta.

Relacion sefal/ruido es baja
*Concentracion del ADN es baja o a la presencia de
cantidades importantes de contaminantes.
*Primers de secuenciacion tienen un sitio de union
secundario de menor afinidad que el sitio principal
*Falla en la purificacion del ADN

ACCTTTAATRCTARGETAAATERTGGNE HARR
148 158 168




i Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE
RESULTADOS

Alta sefial inicial que después decae
rapidamente.

*Hay poco ADN en la muestra o las
concentraciones de los primers de la
reaccion de secuenciacion son muy bajas.
*También se observan cromatogramas con
este perfil en presencia de contaminantes o
cuando los primers son poco especificos.




i Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE
RESULTADOS

.................................................................

Primer se pega en dos sitios diferentes,
mas de un clon/ individuo

CT CTCTCCNTTCCTCTC
60 70

i

Polimorfismos




i Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE
RESULTADOS

a) CHROMAS

Edicion deextremos 5°y 37 de las secuencias
FORWARD y REVERSE

b) STADEN PACKAGE

Alineamiento de secuencias FORWARD y REVERSE para generar secuencia CONSENSO

Chromas



Secuenciacion del ADN: INTERPRETACION DE
RESULTADOS

Ingresar como INPUT la secuencia consenso en formato FASTA.

m“‘-.-_ _-- - -
MW 0o18sega0

(ntamosba dipar SAWTEQ 1029 1029 S4% 00 100% 854530,
Sime= sof 1108853846853, whole
Eznome shotgun seguence
fntamoebs disgar SAWP60 1029 1029 94%
sei 1108853828411, whoke
EEngme yhotgun seguence
Intamoeba dipar SAWT60 1029 1023 Sa% 0Qa 100%
gEnome shotgun teguence
Intamceba dhpar SAWTED
pet B5I448063, whoby
Eznome shotgun seguence
Entamoeba dinpar SAWTED 1029 1029 ey 0.0
st 1108853447981, whols
EErome shotgan seguence
(ntamosba dapar SAWTEQ 1029 1029 4%
sef 1108853847159, whole
Eznome shotgun seguence
g ——————————— [rtamoebs dapar SAWTG0 1029 1029 S4% 0.0 100% NW ooIseavad]
o sei 1108853846647, whoke
EEnome shotgun sequence

o
o

100%

1029 94%

(=]
(=]

8
1
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"Nuestra aspiracion es seguir bajando las barreras para que
1a gente innove, experimente, y se acerque a 1a ciencia con
las manos”.

o |
Ezequiel (Zeke) Alvarez-Saavedra, Ph.D. Co-Founder.
Sebastian Kraves, Ph.D. Co-Founder.
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Recovery of the Gut Microbiome following Fecal Microbiota
Transplantation

Anna M. Seekatz,* Johanmes Axs® Charles E. Gessert,s Timothy A. Rubin® Daniel M. Seman.* Johan 5. Bakken,® Vincent B. Youngt
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EFERENCIAS

«Da Silva, A. ], Borna
1. L., & Pieniazek, N.
parasite DNA from

*Valencakova, A_, Bal
Halanova, M_, & Golc
genotyping of Micros
research, 110(2), 689

https://bref medici
sequencing-fags/
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