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Régimen de Cursada: Cuatrimestral

Caracter: Obligatoria
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Carga horaria tedrica: 20 horas
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OBJETIVO GENERAL DEL CURSO

Profundizar y aplicar los conocimientos aprendidos en los cursos de Biologia Celular y Molecular, Genética General
y Microbiana, Bioinformatica, Bacteriologia General, Virologia General, Parasitologia General y Micologia General.
Fundamentar, realizar y aplicar las metodologias de analisis genético utilizadas en microbiologia. Integrar y describir
las herramientas necesarias para el desarrollo y la aplicacidon de metodologias de andlisis genético en un laboratorio

de microbiologia.

OBJETIVOS DE APRENDIZAJE

Se espera que al finalizar el curso el estudiante:

Adquiera y profundice el lenguaje técnico adquirido en cursos anteriores permitiéndole la comunicacién fluida
con pares utilizando la terminologia adecuada, a través de la participacion y discusion grupal.

Desarrolle progresivamente un aprendizaje autonomo, valorando la importancia de la construccion colectiva del
conocimiento, a través de la participacién y discusién grupal en las diferentes instancias de la ejercitacién practica,
experimental y talleres del curso, mediante la discusion basica de cada metodologia y la lectura critica de literatura
cientifica actualizada.

Desarrolle habilidades metodolégicas y légicas que le posibiliten construir, apropiarse y aplicar los conocimientos
adquiridos para el desarrollo e implementacién de las diferentes metodologias de andlisis genético vinculadas con
la disciplina, a través de la ejercitacién practica y experimental de las técnicas descritas a lo largo del curso.

Analice las diferentes aproximaciones para el andlisis genético, en un continuo de complejidad, teniendo la
capacidad de seleccionar la técnica adecuada en cada caso, a través del analisis de situacion y de la discusién grupal

de propuestas en las clases practicas y experimentales.
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Cuente con las bases para acceder a conocimientos mas complejos o especializados a través de la lectura critica
de trabajos cientificos originales, asi como de trabajos de revisién y meta-analisis a lo largo del curso vy,

particularmente, en los talleres finales.

CONTENIDOS MiNIMOS

Laboratorio de andlisis genéticos aplicados a la Microbiologia. Bioseguridad. Equipamiento. Herramientas de
diagndéstico microbiolégico. Extraccién y purificacion de ADN y ARN. Hibridacion. Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de punto final. PCR en tiempo real. PCR digital. Amplificacion isotérmica mediada por Loop (LAMP).
Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas Irregularmente e Interespaciadas (CRISPR). Metodologias de
subtipificacién molecular. Secuenciacion capilar, pirosecuenciacion, secuenciacion masiva en paralelo (MPS).

Microarrays. Desarrollo, estandarizacién y validacidn de técnicas moleculares. Aplicaciones biotecnoldgicas.

PROGRAMA ANALITICO

UNIDAD N° I: LABORATORIO DE ANALISIS GENETICOS APLICADOS A LA MICROBIOLOGIA

Conceptos generales sobre instalaciones y organizacion edilicia. Organizacion y disefio del laboratorio de biologia
molecular. Zonas pre-analiticas, analiticas y post-analiticas. Zona analitica: laboratorios de preparacién de reactivos
y manejo de muestras (zona Pre-PCR), laboratorios de amplificacién de muestras (zona PCR) y laboratorios de
analisis de productos de amplificacién (zona Post-PCR). Sentido de circulacién de las muestras. Controles de
contaminacién. Indicadores de eficiencia. Analisis de riego. Programas internos y externos de control de calidad.

Equipamiento basico del laboratorio de analisis genéticos. Laboratorio general para preparacion de reactivos.

UNIDAD N° II: BIOSEGURIDAD

Importancia del manual de bioseguridad y manual de procedimientos en laboratorios de analisis microbiolégicos.
Introduccién a los sistemas de gestion de calidad. Elementos de proteccidén personal (EPPs) en el laboratorio de
biologia molecular. Manejo de muestras no inactivadas, de acuerdo a su nivel de riesgo. Inactivacién de muestras
bioldgicas previa extraccion de acidos nucleicos. Manejo de muestras bioldgicas inactivas para determinaciones de

biologia molecular. Cuidados para la proteccién de la integridad y contaminacion de las muestras de ADN y ARN.

UNIDAD Ne IlI: EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN Y ARN.

Fundamentos y procedimientos generales. Métodos tradicionales con y sin solventes organicos. Métodos de
adsorcién en silica. Métodos comerciales de extraccién: manuales y automatizados. Extraccién a partir de diferentes
tipos de muestras y para diferentes microorganismos. Métodos de analisis y cuantificacion del producto obtenido:

espectrofotometria, fluorometria, electroforesis y qPCR. Nuevas tecnologias de analisis de calidad de biomoléculas.
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UNIDAD N° IV: HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Conceptos generales. Condiciones para la hibridaciéon. Concepto de sonda y secuencias blanco. Cinética de la
reaccién de hibridacion. Sintesis y marcacién de sondas. Factores que modifican la interaccién de secuencias en la
hibridacién: temperatura, sales, agentes desnaturalizantes, etc. Estrategias de hibridacion: dot-blot (directo e
inverso), Southern blot, Northern blot. Revelado de los diferentes tipos de marcas. Hibridacién en liquido y en fase

solida. Sondas ADN y ARN.

UNIDAD N° V: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) DE PUNTO FINAL

Fundamento de la técnica. Desarrollo de una PCR: reactivos necesarios. Disefio de cebadores o primers. Sistemas de
deteccién e interpretacion y analisis de los resultados. Distintas variantes de PCR: PCR anidada, PCR semi-anidada,
PCR multiple, PCR asimétrica, touchdown PCR, Reverse Transcription PCR (RT-PCR), in situ PCR, PCR alelo especifica (AS-

PCR). Fundamentos y aplicaciones de cada una.

UNIDAD N° VI: PCR EN TIEMPO REAL

Fundamentos. Cinética de amplificacion. Agentes intercalantes y sondas de hidrdlisis: ventajas y desventajas de cada
metodologia. Diferentes tipos de sondas y fluor6foros. Cuantificacion de acidos nucleicos: cuantificacion absoluta
vs. relativa. Equipos utilizados para gPCR: funcionamiento basico, requerimientos, calibraciones, mantenimiento
preventivo. Analisis de resultados: uso de softwares especificos. Aplicaciones de la qPCR. PCR convencional vs. gPCR:

usos y aplicaciones de cada tecnologia.

UNIDAD N° VII: PCR DIGITAL

Conceptos generales. Fundamentos de la técnica. Principios de la PCR Digital (dPCR) y de la Digital Droplet PCR
(ddPCR) para la cuantificacion absoluta de secuencias blanco. Rango dinamico de la dPCR. Factores que modifican o
afectan los resultados de la dPCR. Aplicaciones de la dPCR: cuantificacién absoluta de cargas virales, cuantificacion
de patrones, cuantificacion de bibliotecas de NGS, deteccidn de fracciones alélicas pequefias, cuantificacién absoluta

en ensayos de expresion génica.

UNIDAD N° VIII: AMPLIFICACION ISOTERMICA MEDIADA POR LOOP (LAMP)

Caracteristicas de los sistemas de amplificacion isotérmicos del tipo LAMP (fundamento de la técnica). Disefio de los
cebadores en reacciones de tipo LAMP. DNA polimerasas utilizadas en los sistemas LAMP. Ventajas y limitaciones
de los sistemas LAMP frente a la qPCR. Aplicaciones de LAMP en diagnostico, analisis de muestras ambientalesy en

la industria alimenticia
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UNIDAD N° IX: REPETICIONES PALINDROMICAS CORTAS AGRUPADAS IRREGULARMENTE E INTERESPACIADAS
(CRISPR)

Generalidades del funcionamiento de los sistemas CRISPR en el mundo microbiano. Sistema Cas-9: tijeras
moleculares para la edicidn genética. Sistemas Cas-9, Cas-13 y Cas-12a: nuevas tecnologias para la deteccién de
secuencias blanco. Ventajas de CRISPR sobre otras tecnologias de deteccién de secuencias: sensibilidad, costos,

flexibilidad de la técnica, aplicaciones en microbiologia.

UNIDAD N° X: METODOLOGIAS DE GENOTIPIFICACION Y SUBTIPIFICACION MOLECULAR

Estrategias, fundamentos, procedimientos y aplicaciones: Perfiles plasmidicos; basados en restriccion enzimatica
(REA/hibridacién/PFGE); basados en PCR (RAPD/REP/ERIC); combinados (PCR-RFLP/PCR-
hibridacién/AFLP/MLST/MLVA); secuenciacién

UNIDAD N° XI: SECUENCIACION CAPILAR Y PIROSECUENCIACION

Descripcion y clasificacién de las diferentes estrategias de secuenciacion: secuenciacién por el método de Sanger o
terminacién de cadena. Pirosecuenciacién o Secuenciacién de novo. Secuenciacién Masiva en Paralelo (NGS, del
inglés Next Generation Sequencing): secuenciacion de tercera generacién. Surgimiento y evolucion de las tecnologias
NGS. Plataformas de NGS: caracteristicas. Mapeo, alineamiento y llamado de variantes. Algoritmo BLAST. Impacto

de la técnica NGS en Biociencias. NGS en el estudio de microbiomas: metagenémica.

UNIDAD N° XII: MICROARRAYS
Conceptos basicos y fundamentos de la técnica. Estrategias de armado y organizacién de arrays en los diferentes
tipos de analisis genéticos. Plataformas de andlisis de microarrays. Aplicaciones del analisis de microarrays en

microbiologia. Estudios de microbiomas: alcances y limitaciones.

UNIDAD N° XI11: DESARROLLO, ESTANDARIZACION Y VALIDACION DE TECNICAS MOLECULARES: APLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS

Alcances y limitaciones de cada herramienta en los diferentes campos de aplicacién (microbiologia clinica, industrial
y ambiental). Ventajas y desventajas de las técnicas de analisis genético respecto de las pruebas tradicionales. Puesta
en funcionamiento de las técnicas de andlisis molecular. Validacion de técnicas moleculares: sensibilidad analitica,
limite de deteccién (LOD), especificidad, reproducibilidad, repetibilidad. Valores predictivos positivos y negativos

(VPP y VPN). Programas de control externo de calidad: CAP (College of American Pathologists)



UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE LA PLATA

Facultad de Ciencias

VETERINARIAS

METODOLOGIA DE ENSENANZA

Se tendra un encuentro semanal, de 5 horas, de acuerdo con el cronograma de desarrollo propuesto con una
modalidad tedrico/taller. La introduccion tedrica expositiva permitira introducir a los estudiantes en los contenidos
de la unidad. Una vez concluida la actividad tedrica y luego de una pausa, se procedera a la clase taller, donde se
realizara la resolucion de problemas, discusion de trabajos cientificos y/o actividades practicas de laboratorio, seguin
corresponda, transformando de esta forma los contenidos vertidos en el tedrico en actividades practicas y
participativas. Los trabajos practicos de resolucién de problemas, discusion de trabajos cientificos, asi como las
practicas experimentales seran realizadas dividiendo a la comisién en subcomisiones mas pequefias (entre 10y 15
estudiantes), de manera tal de lograr una mayor interaccion docente/estudiante y estudiante/estudiante,
promoviendo la sinergia y el trabajo grupal. Bajo este esquema se pretende integrar el 100% de los contenidos.
Parte de la primera APO estara dedicada a la traccién del conocimiento generado en semestres o afios anteriores,
de manera tal que los estudiantes reconozcan un continuo sumativo en la adquisicién de informacién y generacion
de conocimiento. El curso utilizard conocimientos adquiridos en asignaturas previas promoviendo la resignificacion
de los mismos para el desarrollo de las técnicas de analisis genético.

Asimismo, el curso se desarrollard de forma coordinada con los cursos de herramientas de Ingenieria Genética y
Analisis Inmunolégicos Aplicados a la Microbiologia para lograr la integracién de conocimientos de forma sinérgica.
Se implementaran distintas estrategias metodolégicas en el dictado del curso, que intentan ubicar al estudiante en
un rol activo para la construccién del conocimiento y a los docentes como mediadores de esta construccion, con el
desarrollo integral de los temas de cada APO.

Todos los materiales e informacion necesaria y requerida para el desarrollo del curso se encontraran disponibles
en el Aula Virtual Moodle, FCV-UNLP, con sincronizacién SIU-Guarani. Los contenidos de Andlisis Genéticos Aplicados
ala Microbiologia son elaborados y planificados por los integrantes afectados al desarrollo de la asignatura, quienes

brindan informacién basica y complementaria para la organizacién del material didactico del curso.

DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES TEORICAS Y PRACTICAS

Actividades tedricas
Para el desarrollo de cada APO se brindaran los contenidos tedricos, mediante clases expositivas, que tendran entre
1y 2 horas de duracion, utilizando como apoyo audiovisual presentaciones en Powerpoint o programa similar, como

marco de referencia para el posterior desarrollo de actividades practicas y talleres.

Actividades practicas
Las actividades practicas se desarrollaran luego de la clase tedrica y se llevardn a cabo utilizando guias de
ejercitacion que contemplan situaciones reales, donde se solicita la diagramacion, desarrollo e implementacién de

herramientas de analisis genético para la resolucion de problemas particulares.
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Ademas, las guias incorporaran ejercicios que presenten resultados de laboratorio, para que los estudiantes puedan
realizar una evaluacion critica e interpretacion de los mismos.

Para la realizacién de los talleres se procedera a la lectura, interpretacion y discusion de trabajos cientificos,
aplicados a cada uno de los temas dictados en el curso, estimulando el estudio comparativo y el pensamiento critico.
El curso contempla la realizacién de actividades experimentales, utilizando herramientas genéticas que permitan
desarrollar en el estudiante destrezas especificas en el ambito del andlisis microbiolégico.

Se realizaran actividades experimentales en el laboratorio que podrian incluir entre otras:

A. Extraccion de acidos nucleicos: Para el desarrollo de esta actividad practica se ensayaran diferentes
protocolos de extraccién de acidos nucleicos (columnas de adsorcién, buffer tritdn, buffer PK), luego se cuantificara
el material obtenido y se verificara la pureza del mismo mediante técnicas espectrofotométricas.

B. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Para esta actividad practica se procedera a la amplificacion de
un fragmento de ADN de la muestra purificada en la practica anterior. La correcta amplificacién se verificara por
electroforesis en gel de agarosa.

En todos los casos, se contara con guias de actividades para orientar al estudiante en la organizacion del
conocimiento. De esta manera se fomentara la actividad participativa y abierta a la discusion grupal de los

contenidos, integrando los aportes que brindan los docentes y alumnos en la resolucién de ejercicios.

METODOLOGIA DE EVALUACION

Evaluacién conceptual continua
Se realizard una evaluacién conceptual de cada APO de caracter sumativo, con el objeto de llevar adelante un
proceso de ensefianza - aprendizaje participativo con evaluacién continua. Cuando las notas conceptuales de los
cuestionarios califiquen en el rango de siete (7) a diez (10) puntos, se le otorgara un punto adicional al promedio de

la evaluacion formal sumativa. Esta evaluacién no es de caracter obligatorio.

Evaluacién formal sumativa
La acreditacién de conocimiento sera escrita y presencial, mediante dos parciales, con un tiempo para resolucién
de entre 1y 2 horas, con tres instancias reglamentarias cada uno, que tienen como requisito la condicién regular
(75% del presentismo). Las evaluaciones consistiran en preguntas de fundamentos tedricos y su aplicacion mediante
ejercicios practicos, de manera que nos permitan evidenciar la comprensién de las técnicas dictadas y sus posibles
aplicaciones. Las evaluaciones podran contener preguntas a desarrollar, problemas para resolver y/o preguntas de
opciones multiples. En el encabezado de la evaluacién se consignara el nUmero de preguntas de la evaluacién, el

valor de cada unay el tiempo para la resolucién del mismo.
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La calificacion de cada evaluacion se hara por el sistema de puntaje de 0 a 10 (cero a diez) puntos, logrando la
aprobacién con 4 (cuatro) puntos. La calificacién final del curso se obtendra del promedio de las 2 notas obtenidas
en los parciales (ultima instancia acreditada), ajustada hasta en 1 (un) punto de acuerdo a la evaluacién sumativa
conceptual. Finalizado el curso, los alumnos que hayan obtenido una calificacion promedio de 7 (siete) puntos o
superior, reuniran las condiciones para aprobar el curso por promocioén. Si el promedio es superior a 4 puntos, pero
no logré obtener un promedio de 7 puntos o mas, el estudiante debera rendir una evaluacién final integradora (EFI),
la cual se aprobara con una nota de 4 puntos. La EFI constara de dos partes, una escrita con una metodologia similar

al parcial y otra oral.

Condicién regular y Metodologia para la Recuperacién de APO

Asistencia para cada bloque (antes del primer parcial y antes del segundo parcial): para mantener la regularidad los
estudiantes deberan estar presentes en el 75% de las APO. Si no alcanzé el 75%, pero asistié hasta el 60% de las
APO, debera recuperar las APO necesarias. Aquellos estudiantes que no alcancen el 60% de los presentes en las
APO perderan la condicion de regular.

La recuperacion de APO se realizard mediante la resolucion de un cuestionario de evaluacién conceptual. Para la
recuperacion de las actividades practicas de laboratorio deberdn responder un cuestionario de preguntas

especificas de la actividad experimental correspondiente.
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