






Daño del ADN presente en tejidos fijados con formalina. El ADN extraído de tejidos 

fijados con formalina contiene varios tipos de daños. El formaldehído, el componente 

principal de la formalina, es altamente reactivo con bases de ADN y proteínas, 

generando entrecruzamientos de histona-ADN (1), aductos de formaldehído-ADN (2), 

entrecruzamientos de ADN-proteína (3) y entrecruzamientos de ADN-ADN (4). El 

uracilo (5) y la timina (6), que resultan de la desaminación de citosina y 5-mC, 

respectivamente, también están presentes en el ADN de FFPE. Las bases de ADN 

también se pierden, lo que resulta en sitios básicos (7), y las cadenas de ADN se 

rompen, lo que lleva a la fragmentación del ADN.













● Alternativas de sedimentación y flotación:

● Flotación de Sheater o Willis, agregado de agua, centrifugación y lavado del 

pellet.

● Las muestras de heces se filtran a través de gasa doble en tubos de 

centrífuga de 15 mL y se concentraron por centrifugación a 12.000 xg durante 

15 min. Los huevos del sedimento se lavan tres veces con PBS pH 7,4 

mediante centrifugación a 1.000 xg durante 15 min

● Sedimentación de Ritchie convencional, pero utilizando agua estéril en lugar 

de formol.

● El shock térmico que hacemos nosotros consiste en el congelamiento de la 

muestra en Nitrógeno líquido durante 1 min y luego descongelamiento rápido 

a 95°C. Se repite este proceso 3 veces



● El Chelex-100 es una resina que preferentemente captura iones metálicos 

polivalentes en soluciones. El efecto de esta sustancia es prevenir a través de 

su acción quelante la ruptura del ADN a altas temperaturas catalizada por los 

iones involucrados en las muestras de trabajo.













● Además de conocer la cantidad y calidad del ADN por espectrofotometría, es 

importante conocer si el ADN obtenido está integro. La integridad del ADN se 

puede observar mediante electroforesis en gel de agarosa Si el ADN está 

integro, se debe observar una banda estrecha cercana al pozo en que se 

colocó la mezcla de ADN. Si está fragmentado, se observará una banda de 

más de un cm de ancho o un sendero luminoso en el carril de la muestra. El 

ADN fragmentado dificulta la amplificación de productos de PCR de alto peso 

molecular y afecta la reproducibilidad de las técnicas. 







La expression diferencial de unidades de genes de 18S es muy común en Plasmodium por

ejemplo, donde esta expression está regulada a nivel del desarrolo, con diferentes sets de 

ARNr expresados en diferentes estadíos del parásito.

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.











Cuando usamos primers diseñados en el laboratorio se puede empezar probando 

con condiciones estándares, 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.







En cuanto al tiempo, existe una regla que puede aplicarse a casi todas las PCRs: la 

temperatura de desnaturalización y de alineamiento es suficiente de 30 a 60 s. Si es una buena 

máquina que llega rápidamente a la temperatura programada, con 30 s es suficiente. Para la 

extensión, dependiendo del tamaño que esperemos se utiliza más 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 conversión equivalente. Casi 

todos las PCRs funcionan bien con 30 ciclos. Reducir el número de ciclos puede ayudar a 

eliminar bandas inespecíficas o aumentar el número si partimos de baja concentración de ADN.

Para tener una idea de la temperatura de alineamiento que podría 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 oligonucleótidos en los sitios que son complementarios. En 

función de esto la temperatura de annealing debería estar 5°C por debajo de la menor Tm entre 

los primers.


































