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Introducción a la PC
R en tiem

po real 
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¿C
óm

o trabaja la P
C

R
 en tiem

po real? 

U
tiliza los m

ism
os com

ponentes básicos que la P
C

R
 tradicional 

(dsD
N

A, prim
ers, dN

TP
s, P

C
R

 buffer, Taq polym
erase, etc.). 
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¿C
óm

o trabaja la P
C

R
 en tiem

po real? 

C
om

o en P
C

R
 tradicional, las reacciones se procesan en un ciclador 

térm
ico : 

•D
esnaturalización del tem

plado dsD
N

A 
•A

nnealing de prim
ers al tem

plado 
•Extensión de los prim

ers Æ
 nuevo am

plicón 

1 ciclo de P
C

R
 

U
n ciclo de 

P
C

R
 en teoría 

duplica el 
target despues 
de cada ciclo. 

E
jem

plo: 
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C
iclado universal 

95
oC

 

60
oC 

X 40 ciclos 

•
N

o hay necesidad de optim
izar la T de annealing para cada am

plicón del 
ensayo. 

•
C

iclado total m
ás rápido. 

•
N

o es obligatorio, pero sí recom
endable. 
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¿C
óm

o trabaja la P
C

R
 en tiem

po real? 

La m
ix de P

C
R

 contiene m
oléculas fluorescentes. 
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E
l Instrum

ento de P
C

R
 en Tiem

po R
eal 

M
as allá del m

odelo, todos los real-tim
e  com

parten 3 com
ponentes: 

1. B
loque térm

ico de ciclado 

2. Fuente de luz 

3. D
etector 
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P
C

R
 

PC
R

 

m
ás P

C
R

 

Producto dePC
R  

¿C
óm

o trabaja la P
C

R
 en tiem

po real? 

A m
edida de que procede la am

plificación, la fluorescencia aum
enta 

conform
e lo hace la cantidad de producto. 
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¿C
óm

o trabaja la P
C

R
 en tiem

po real? 

  
E

l instrum
ento registra este aum

ento de fluorescencia en cada filtro 
después de cada ciclo. Ventaja: m

ide fluorescencia en cada w
ell de 

la placa para todos los colores, todos los ciclos. 
 

 

C
ycle 1 

W
ell  A1 

Fluo 1 

Fluo 2 

Fluo 3  
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Finalm
ente, el softw

are de real-tim
e presenta los 

datos para el análisis. 
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P
C

R
 en Tiem

po R
eal 

E
s un m

étodo que perm
ite cuantificar la cantidad de  

ácidos nucleicos m
ediante la reacción de P

C
R

. 
 •

E
specífico 

•
E

xacto 
•

P
reciso 

•
S

ensible 
•

A
m

plio rango dinám
ico 

 
 P

arám
etros básicos en cuantificación 
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C
uán verdadero es el valor 

obtenido en la m
edición de una 

m
uestra  

Exacto
! 

11 E
xactitud 
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P
recisión 

C
uán reproducible es la cuantificación 

de una m
ism

a m
uestra  

P
re

ciso
! 
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noise 

signal 

Biotechniques 24:744-746 (M
ay 1998) 

U
na sola m

olécula de D
N

A puede ser detectada por PC
R

 
en tiem

po real (teoría) 

S
eñal significativam

ente m
ayor al background 

S
ensibilidad 
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R
ango D

inám
ico 

LO
G

 [Tem
plate] 

C
t  

. 
. 

. 
. 

. 

. 

. 

Ventana de concentración en la cual el tem
plado puede 

ser cuantificado con precisión y exactitud  
 

(C
oncentración m

áxim
a - m

ínim
a ) 
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? 

1
°

 
2
°

 

= 

E
nd P

oint P
C

R
 (eP

C
R

) 
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P = T (1 + E
 ) n 

P = P
roducto final 

T = Tem
plado al inicio de la reacción 

E
 = E

ficiencia de am
plificación 

n =  N
úm

ero de ciclos 

A
l evaluarse la cantidad de P en la fase exponencial, se 

asegura que E
=1 (o sea 100%

) 

C
inética de la fase exponencial 
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C
inética de am

plificación del D
N

A en la P
C

R
 

N
úm

ero de ciclos  

Theoretical 

R
eal Life 

Log  DNA 
N

úm
ero de C

iclos 

Cantidad de DNA 
2

n 
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N
o de Ciclos 

Exponencial 

Linear 

D
etección en gel  
con brom

uro 

B
aja E

ficiencia 

A
lta E

ficiencia 
y reproducibilidad 

Log [DNA] 

Plateau 
S

in A
m

plificación 

Fases de una P
C

R
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Rn 

nanogram
os 

N
úm

ero de C
iclos 
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eP
C

R
 

M
ayor 

diferencia 
en R

n  

C
inética de A

m
plificación 
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¿Por qué usar real tim
e P

C
R

? 

Fase Plateau variable 

96 Réplicas 

Ciclos 

Alta precisión durante la 
fase exponencial 

Producto de PCR 
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* A
sum

iendo E
ficiencia 

del 100%
 

A
m

plificación exponencial 

C
iclo 

C
antidad Relativa* 
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D
epende de: 

• Tam
año del A

m
plicón 

• D
iseño de los prim

ers (Tm
, estructuras secundarias, etc.) 

• C
oncentración de los reactivos 

• C
ondiciones de term

ociclado (T de annealing, ram
pa, etc.) 

• C
alidad del tem

plado (integridad del D
N

A
/ cD

N
A

) 

• P
resencia de inhibidores (calidad de extracción) 

• P
reparación de la reacción (pipeteo) 

E
ficiencia de A

m
plificación 
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C
onceptos im

portantes en real tim
e 

PCR 



24 
Proprietary & Confidential 

A
m

plification plot  

G
ráfica de la señal de fluorescencia vs. el núm

ero de ciclos. 
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B
aseline 

Los ciclos iniciales de la P
C

R
, en los cuales el cam

bio en la señal de fluorescencia 
es m

ínim
o. 
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Threshold 

U
m

bral de detección de flourescencia. 
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C
t (threshold cycle).  

E
l núm

ero de ciclo en el cual la fluorescencia alcanza el threshold fijado. 
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N
TC

 (N
o Tem

plate C
ontrol)  

U
na m

uestra que no contiene tem
plado, usada para la verificación de la calidad de la 

am
plificación.  

Á
cido nucleico blanco (m

olde)  
 S

ecuencia nucleotídica que se desea detectar y/o cuantificar 
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R
n 

 

∆R
n 

N
ivel de fluorescencia de la reacción m

enos la  fluorescencia de los reactivos. 

N
ivel  de fluorescencia generada por la P

C
R

. 
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M
uestra 2 

FAM
 

M
uestra 1 

FAM
 

R
eferencia pasiva 

E
l R

O
X

 norm
aliza variaciones fluorescentes no relacionadas a la PC

R
 

ROX 

ROX 

x 
x 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

R
O

X dye 
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M
uestra 2 

FAM
 

M
uestra 1 

FAM
 

ROX 

ROX 

x 
x 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

R
eferencia pasiva 

R
O

X dye 

E
l R

O
X

 norm
aliza variaciones fluorescentes no relacionadas a la PC

R
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Sin Rox 

Con Rox 

27.05, 26.60, 26.21, 
26.13 
Std Dev 0.422 

25.94, 25.85, 25.81, 
25.74  
Std Dev 0.082 

Increm
ento en la precisión 

usando R
O

X
. 

R
eferencia pasiva (R

O
X

) 
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Cuantificación 
‘End Point’ 

Escala 
Logarítmica 

Escala Lineal 

Cuantificación 
‘Real Tim

e’ 

 0.001     0.01        0.1        1          10        100 

0     10   20    30    40   50   60    70 

V
isualización de las curvas 
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B
aseline O

K
: 3-17 

B
aseline bajo: 3-5 

B
aseline alto: 3-25 

A
nálisis de B

aseline 
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Threshold bueno 

Threshold alto 
Threshold bajo 

A
nálisis del Threshold 
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P
unto Final vs. Tiem

po R
eal 
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P
unto Final vs. Tiem

po R
eal 
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M
étodo confiable de cuantificación: 

•
A

nálisis en la fase geom
étrica de am

plificación. 
•

E
specífico . 

•
E

xacto. 
•

P
reciso. 

•
A

lta sensibilidad. 
•

A
m

plio R
ango D

inám
ico. 

 M
ultiples aplicaciones. 

R
esultados rápidos en gran escala. 

E
lim

ina el uso de electroforesis. 
S

in riesgo de contam
inación! 

V
entajas P

C
R

 tiem
po real 

¡¡¡N
o

 m
ás G

e
le

s!!! 
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B
uenas prácticas de laboratorio 
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P
ara evitar contam

inación cruzada y falsas am
plificaciones, considere 

m
ontar 4 áreas separadas en el laboratorio 

Area 1 
Á

rea de preparación 
de m

uestra 

Area 2 
Á

rea de arm
ado 

de la P
C

R
 

 

Area 3 
Á

rea de carga 
de m

uestras y 
controles 

Area 4 
Á

rea de 
am

plificación 

 

C
óm

o organizar un Laboratorio de R
eal Tim

e P
C

R
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• M
antenerlos tapados siem

pre 

• A
lm

acenaje adecuado 

• M
inim

izar los ciclos de congelam
iento 

enfriam
iento: 

 A
LICU

O
TAR

 

• M
ezclar en vortex antes de usar 

  R
eactivos 

 



42 
Proprietary & Confidential 

• U
sar tips con filtro 

• C
am

biar el tip cuando se cam
bia de reactivo o m

uestra 

• N
o tocar los tips 

P
ipetas 

• U
tilizar diferentes pipetas para cada área 

• M
antenerlas calibradas 

Tips 
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• M
antenerlos tapados 

• N
o tocar su interior 

• Todo es descartable y no puede utilizarse m
ás de una vez 

• N
o autoclavar antes de usar 

 G
uantes 

• G
uantes libres de talco (o lavados con agua y jabón) 

• C
am

biar los guantes entre áreas  

Tubos & P
lacas 


