Principios basicos da reacéo
em cadeia da polimerase
(PCR)
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Objetivos de aprendizagem

O objetivo geral deste modulo é explicar-lhe os métodos
de PCR utilizados com o GeneXpert

No final desta formacao, serao capazes de:

 Enumerar os elementos envolvidos no processo de PCR

» Explicar o processo de PCR e descrever os passos da PCR

» Definir “RT-PCR” (2 significados possiveis)

* Descrever as curvas de RT-PCR, definir o Ct

» Explicar como pode ser efetuada a quantificacdo com a RT-PCR

* Definir temperatura de fusao

» Explicar como a andlise da curva de fusao permite identificar a resisténcia microbiana
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Principios basicos da reacéo
em cadeia da polimerase
(PCR) - |
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Principios basicos da biologia molecular

Estrutura do ADN

Informacéo genética contida no ADN

= O ADN tem a forma de uma dupla
hélice

= O ADN codifica a informacao genética
(genes diferentes, informacéao diferente)

= O ADN esta organizado em longas
cadeias chamadas cromossomas

= O nucleo das células humanas contém
23 pares de cromossomas

Célula

/ Pares de bases
Y do nucledtido:

M Guanina

[ Citosina
Adenina

M Timina
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Material genético nas bactérias

» A informacéo genética das bactérias esta codificada no ADN

* A maioria das bactérias tem um genoma que consiste numa unica molécula de
ADN circular, localizada numa regido chamada nucleoide (ndo rodeado por uma
membrana)

« Elementos genéticos extra-cromossomicos,
tais como plasmideos e bacteriofagos,
determinam frequentemente a resisténcia
a agentes antimicrobianos, a producao
de fatores de viruléncia ou outras
funcoes.
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Material genético nos virus

« Um virus € um pequeno parasita que nao se consegue reproduzir por si so.
Depende da maquinaria da célula hospedeira.

» O genoma viral pode assumir varias formas: ARN ou ADN, de cadeia dupla
ou simples, linear, circular ou mesmo segmentado

\\- Capside

ARN

— Proteina E

Ex.: Virus da hepatite C /
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Blocos basicos do ADN

O ADN é composto por 4 nucleétidos

— A = Adenina

— T =Timina
— C = Citosina il

— G = Guanina

A L

'

As 4 bases estéo unidas entre si para formar uma sequéncia (cadeia simples de ADN)

A

G & T T

P e AT
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Principios basicos da biologia molecular

A maioria do ADN é de cadeia dupla e emparelha-se de uma forma Unica:

Feccd FT1a1

Cadeia “antisense” 3’ | I | I | I | I | I | I | I | I | I | I 5
LigacOes de . (v: G A A -VI- A (v: G -vr A
e GCTTATGCAT
Cadeia * , | | | | | | | | | | ,
adeia “sense 5 | | | | | | | | | | | 3
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Replicacao do ADN

» E produzido ADN novo por enzimas
chamadas ADN polimerases. Sintetizam
ADN apenas no sentido 5’ — 3.

« QOutra enzima chamada primase fabrica um
primer de ARN para que as polimerases
possam atuar.

» Assim que o primer de ARN esta no devido
lugar, a ADN polimerase “aumenta-o”,
adicionando nucleétidos um a um para
produzir uma nova cadeia de ADN que
€ complementar da cadeia template.
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Cadeia nova Cadeia original

Bases azotadas

/Crescimento
Crescimento/'

Garfo de replicagdo Garfo de replicagéo

ADN polimerase

N
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Definicao de PCR

] v‘,‘;‘; ( 4 } ’ﬁ .
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O que € a PCR?

1. APCR (reacdao em cadeia da polimerase) € uma reacao em cadeia que
gera multiplas copias de uma sequéncia especifica de ADN presente na
amostra.

A amplificacdo do ADN ocorre por ciclos térmicos repetidos
O numero de copias da sequéncia especifica duplica apds cada ciclo
ApOs quarenta ciclos, uma unica copia deu lugar a 2 bilides de copias

N

Cepheid.
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Componentes de uma reacao de PCR

Template de ADN (gene viral, bacteriano ou humano) v
dNTP (uma mistura dos quatro nucledtidos necessarios

para construir novas cadeias de ADN: A, T, C, G)

(oligonucleétidos com cerca de 20 nucledtidos,
que se vao hibridizar com o ADN-alvo) T 7 G~g C

Polimerase (Taq polimerase natural termoestavel que
consegue funcionar a uma temperatura 6tima de cerca
de 70 °C) C

(Mg2+, Tris-HCI, Triton: proporciona as condicoes G
dtimas para a polimerase trabalhar)
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As fases da PCR
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A primeira fase de um ciclo de PCR - desnaturacao

separacao das cadeias de ADN

WM- 90 °C - 95 °C

 20-30 seg.

N

Cepheid.
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A segunda fase de um ciclo de PCR - hibridacao

ligacao do primer
especifico

5’. Primer reverse

J Temperatura: 40 °C-65 °C
M 20-40 Segundos

Primer 5’ forward

N

Cepheid.
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A terceira fase de um ciclo de PCR - extensao

Sintese da cadeia de ADN

5’. Primer reverse

e 60°C-75°C

A duracao depende
do tamanho da

sequéncia que se
guer amplificar
3

Primer 5’ forward
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Perfil térmico dos ciclos de PCR
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Perfil térmico dos ciclos de PCR

_rlﬂﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5 -
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 1 Stage 5
Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
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Perfil térmico dos ciclos de PCR

_rlnﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5 -
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 1 Stage 5
Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
95.0 1o |off [5) | Ternp| secs | opticsl
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Nota: habitualmente, uma PCR consiste em 30 a 40 ciclos

N
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Perfil térmico dos ciclos de PCR

S!rlnﬂ 1 | | Stans ? ‘ ‘ Stane 3 | | Stane 4 | | Stane 5
;
i | stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5
g | |Hold - Repeat |45 times. Unused - Unused - Unused -
P Termp | Secs | optics | 3-Temperature Cycle = Deg/Sec| Temp| Secs | optics|| Deg/Sec| Temp| Secs | optics]| Deg/Sec| Temp| Secs | optics|
95.0 1o |off [5) | Ternp| secs | opticsl
) [a5.0 [1o0 |off
Y 550 |15 o
A 720 |20 on
[ Advance to Next Stage

1. Desnaturacao
2. Hibridacao
B. Extensao

Degrees C

00:00 00:10 00:20 00:30 00:40 00:50 01:00 01:10 01:20 01:30 01:40 01:50 02:00 02:10 02:20 02:30 02:40 02:50 0300 0310 03:20 03:30 0340
Min:Secs

Nota: habitualmente, uma PCR consiste em 30 a 40 ciclos

N
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NUmero de copias de ADN obtidas por PCR

—Em teoria, o numero de copias do ADN-alvo duplica com cada
ciclo, o que significa um fator de eficacia de PCR E =2

- Concentragao inicial (0 ciclos)= C, P G
* Apos um ciclo: Cy x 2 N T
« Apds 2 ciclos: C, x 4 — / T IO
« Apos 3 ciclos: C, x 8 \ 5 e —
« ApOs n ciclos: Cyx 20 [ N e

S momm

—Na verdade, esta taxa de replicacdo ndo pode ser mantida para
sempre e a duplicacao vai-se tornando menos que uma duplicacao

e, em seguida, nem sequer uma replicacéo
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Fatores que influenciam a eficiencia da PCR

Desenho do teste (fabricante)
— Desenho do primer/sonda

— Tipo de ADN polimerase

— Qualidade dos reagentes

— Mistura principal

— Condic0Oes dos ciclos de PCR: temperaturas e duracao das fases

(

\_

» Pré-analiticos (técnico de laboratorio) A
— Qualidade dos reagentes, devido as condicoes de transporte
e conservacao
— Qualidade da amostra: presenca de inibidores da PCR )
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Detecao do produto no ponto final

A
Numa PCR classica, a detegdo é efetuada no ponto final Ey
(fim da PCR)

padrbes

1. Uma mistura de fragmentos de tamanhos conhecidos (padrdes)
é colocada num gel de agarose, como referéncia, para se calcular
o tamanhos dos produtos da PCR.

(5] =) )]
. . -“ — :E =
2. O produto da PCR também é colocado no gel E 5
3. E aplicado um campo elétrico, e as moléculas com carga negativa migram E
para o polo positivo — D 7\*
4. Os produtos da PCR migram de acordo com o seu tamanho padrGes produtos
da PCR

5. O ADN é corado com brometo de etidio, que é visivel com o auxilio de
uma lampada UV

6. Se 0 alvo que procuramos esta presente na amostra, esta presente um
produto da PCR do tamanho esperado

N
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