Principios basicos da reacéo
em cadeia da polimerase
(PCR) - li
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PCR em tempo real
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PCR em tempo real (RT-PCR)

« A PCR em tempo real € uma reacdo de PCR normal que utiliza um
oligonucleotido adicional, marcado com uma molécula fluorescente:
designa-se por sonda.

« A sonda é uma molécula de ADN de cadeia simples, que corresponde
a sequéncia-alvo

hibridizacao

« A sonda fluorescente emite um sinal fluorescente quando € ativada por EII I Si I

Sonda

« Uma cépia do ADN alvo ativa uma molécula de sonda, e assim o sinal
de fluorescéncia sera diretamente proporcional ao numero de copias
formadas do ADN alvo

« Exemplos de sondas utilizadas para PCR em tempo real: sondas TagMan,

Molecular Beacon, Scorpion, etc. /
4  ©2017-2020 Cepheid - Todos os direitos reservados - 301-8526-PT, Rev. B, novembro de 2020, /(:ephe/.d,




Tecnologia FRET:

« Atecnologia FRET (do inglés, Fluorescence Resonance Energy Transfer)
€ uma interacao dependente da distancia entre duas moléculas de corante.

* A energia de excitacao € transferida de uma molécula dadora para uma
molécula aceitadora sem emissao de fotoes.

R i i ~ i i D=Dadora/Reporter
A FRET tem muitas aplicagoes, incluindo em PCR. A-Aceitadora/Ouencher

C't 3 \ C't 3 \
xcitacao \ xcitacao \

e¢9 : @

Juntas — A fluorescéncia é absorvida Separadas — A fluorescéncia é emitida

o NG
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Sonda TagMan

Uma sonda Tagman é uma sonda de oligonucleotidos curta
(15-30 bases de comprimento) marcada com um corante fluorescente
na extremidade 5’ e com um quencher na extremidade 3'.

Desde que o reporter e o quencher estejam muito proximos,
0 quencher vai absorver a fluorescéncia do reporter

A sonda tem uma sequéncia de ADN concebida para hibridar com &illr'wlr'&.ll.

o0 alvo Sonda

Durante a fase de extensao da PCR, a Tag polimerase vai degradar

a sonda 1 f\uoroc.ro~m0de
livre/amplica®
Isto vai separar fisicamente o reporter e o quencher, permitindo ADN

a emissao e a quantificacao da fluorescéncia /
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Sonda TagMan
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Repoérter Quencher

Sonda TagMan Qo o

N
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Reporter Quencher

Sonda TagMan Q o

Primer forward

A—

N

9 © 2017-2020 Cepheid - Todos os direitos reservados - 301-8526-PT, Rev. B, novembro de 2020,

Cepheid.




Sonda TagMan

Primer forward Repoérter Quencher

—_ . /7

N

10 ©2017-2020 Cepheid - Todos os direitos reservados - 301-8526-PT, Rev. B, novembro de 2020,

Cepheid.




Sonda TagMan

Primer forward

A

N
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Sonda Molecular Beacon

* Uma sonda molecular Beacon é uma molécula em
forma de gancho de cabelo composta por um
fluorocromo (repoérter) e um quencher

» Asequéncia da sonda tem cerca de 17-21 bases de
comprimento. A sequéncia principal deve ser rica em
GC (> 80% da sequéncia total) que forma uma

cadeia dupla estavel com 5-8 bases de comprimento.

* Quando livre em solucao, as duas extremidades
permanecem proximas, resultando no quenching da
fluorescéncia.

» Na presenca do ADN alvo, a sonda hibrida com o
alvo e separa o fluorocromo do quencher, resultando
na emissao de fluorescéncia
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Sequéncia
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Sequéncia
principal

Repoérter 5°
Quencher 3’

1. Sonda beacon ligada com
fluorescéncia “quenched”

Sequéncia em ansa
Reporter 5’

Quencher 3’

ADN-alvo amplificado

2. Sonda beacon ligada com
fluorescéncia nao “quenched”




Sonda Molecular Beacon

N
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Sonda Molecular Beacon

Reporter @® Quencher

N
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Sonda Molecular Beacon

N
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Sonda Molecular Beacon
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Sonda Molecular Beacon

N
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Sonda Molecular Beacon

N
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Sonda Molecular Beacon

N
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Sonda Molecular Beacon

Primer forward

A

A\ .

N
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Sonda Molecular Beacon

Aﬁ! ®

N
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Sonda Molecular Beacon

A——g——_—

N
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Sonda Molecular Beacon
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Sonda Molecular Beacon

N

24 ©2017-2020 Cepheid - Todos os direitos reservados - 301-8526-PT, Rev. B, novembro de 2020,

Cepheid.




Sonda FRET

« As sondas FRET sdo um par de oligonucleétidos 3" Ponor Fluorophore (Fo)
com um fluorocromo dador e um fluorocromo
aceitador Oligo Probe 1 B ophore (F,) =i
- - - F‘
« O dador, quando excitado pelo instrumento, vali oEE,p/cm:z@
excitar o aceitador que, por sua vez, vai emitir Ty
fluorescéncia. Esta fluorescéncia sera detetada pelo low fluorescence

iInstrumento

* Quando as sondas estao livres em solucéo, este
fendmeno néo ocorre devido a falta de proximidade

o &
FRETI Jt([.;

Amplified Target DNA

« Durante a fase de emparelhamento da PCR, as
sondas hibridizam quando muito proximas umas das 2. Emission through fluorescence
. R . ] resonance energy transfer
outras, o0 que permite a transferéncia de energia e a
emissao e quantificacao da fluorescéncia
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Marcador molecular Sloppy

* Os “marcadores moleculares sloppy” possuem sequéncias de sonda
relativamente longas (cerca de 30-40 bases de comprimento), que
lhes permitem formar hibridos com amplicbes de muitas espécies
diferentes, apesar da presenca de pares de bases
desemparelhados.

/ Sonda MB\

\ Amplic&o / Par de bases nao correspondentes

N
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Sonda Scorpion

Molécula
bifuncional 1. Hibridagao 2. Extensdo
ﬂBquueador / primer-sonda
F 7 Primer Scorpion —_— — p
\¢' Alvo - Alvo ) [ Alvo
Repdtter Quencher

3. 2.° ciclo de desnaturacdo + 4. Hibridagdo sonda/alvo
hibridacdo 5 O

A|vo 6: I I L] | | L] 1 L] L] I I I I

Alvo

A sequéncia da sonda deve ter 17-27 bases de comprimento.
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Alteracoes na fluorescéncia durante a PCR

600
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A o Zona -
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N
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Definicao de Ct — baseado no limiar

600
500 Limiar de ciclo
400 s
300
£
200 ]
100 Linha do limiar
20
. — —
10

30 40

Ct 12 B éﬂ Ciclos

—Limiar de ciclo (Ct): o primeiro ciclo que cruza um limiar de
fluorescéncia definido

—0O valor deste ciclo pode ser fracionario
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Critérios de validacdo de um ensaio de PCR: Intervalo
de Ct e fluorescéncia do ponto final

* |Intervalo de Ct

30

—E o intervalo aceitavel para um valor de Ct
—E limitado pelo Ct.. e 0 Ct, .,

* Fluorescéncia do ponto final
—O valor de fluorescéncia no final da PCR (fase estacionaria)

Para os testes Xpert, fora do intervalo, a curva de amplificacao nao
pode ser validada: ndo pode ser fornecido um resultado

//Cepheid.
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PCR Multiplex

« A PCR Multiplex € a amplificacdo de multiplos alvos de ADN
simultaneamente

—Cada alvo tem o seu proprio conjunto de primers

—Cada alvo é detetado ou quantificado pela sua propria sonda,
marcada com um corante diferente e detetada num comprimento de
onda fluorescente especifico

* Ao conceber uma PCR Multiplex, a competicao entre alvos tem de ser
evitada
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Detecao de multiplos corantes — 6 corantes até 2020

— S&o selecionados diferentes corantes (repoérteres)

— Sao0 excitados e emitem em diferentes comprimentos de onda

Alvo 1 Corante 1 ~ 375-405 420-480
Alvo 2 Corante 2 450-495 510-535 >
Alvo 3 Corante 3  500-550 565-590 *
Alvo 4 Corante 4 665-685 *
SPC Corante 6 0 0% > 700

Alvo 5 Corante5  555-590 606-650 *

N
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Detecao de multiplos corantes — 10 corantes agora

*Sa0 selecionados diferentes corantes (reporteres)
*S&0 excitados e emitem em diferentes comprimentos de onda

I Deteqzo do iCore

Verde + Vermelho

Azul + IV profundo Amarelo Vermelho
CENELS Ctgs [eiE (42°>“%'5‘Z1:n;‘m * (510 nm-535 nm + (565 nm-585 nm) (620 nm-645 nm)
660 Nnm-680 nm)
UV (400 nm) CF1
CF7
Azul (470 nm) FAM (FAM-CF3) CF9
Excitacdo do CF10 CF8
Cara Verde (520 nm) (CF3-CF6) A532 (CF3) (CF3-CF4)
Amarelo (574-584 nm) TxR (CF4)
Vermelho (635 nm) CF6 A647 (CF5)
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Quantificacao por
PCR em tempo real
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Quantificacao

« Quantificacao absoluta:

resultado apresentado sob a 10000000
forma de uma concentragao soco0 L\
(copias/ml, Ul/ml, etc.): 100000 \

Xpert HIV-1 VL e Xpert HCV 10000 \

1000 \

» Quantificacao relativa: resultado 100 o
apresentado sob a forma de um 10
racio: Xpert BCR-ABL

T T T T T T T T 1
Dia 0 Sem.6 Sem.10 Sem.14 Sem.18 Sem.24 Sem.28 Sem.32 Sem. 36

Diminuicéo da carga viral de VIH-1 com TAR
(outro método que nao o GeneXpert).
Gréfico: hivbook.com
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Quantificacao absoluta com padroes externos

1. Prepare diluicbes de uma amostra
contendo o ADN alvo com uma
concentragdo conhecida. Diluicio 1

2. Estas diluicOoes serao ensaiadas em
simulttneo com a sua amostra
desconhecida, em tubos separados

—_

Diluico 2

)

Amostra /

Concentragéo logaritmica

. v~ P . 21
3. Para cada diluicao é indicado o Ct | desconhecida
(1] 1
4. E tracada a curva padrdo: Ct versus oWl A B A decico 0 YR
concentragéo Dentro do intervalo linear da concentrac&o, séo suficientes 2 padroes

5. O Ct da amostra desconhecida é utilizado
para extrapolar a sua concentracao a
partir da curva padrao
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Quantificacao absoluta com padroes internos.

Para o Xpert HIV-1 VL:

Sao utilizados 2 padrbes para calcular a
concentracao da amostra:

« 1 padrao alto (IQS-H) = 106 cépias/ml
« 1 padrédo baixo (IQS-L) = 108 cépias/ml

« Com base nos Ct e na concentragcao
conhecida de cada padrédo e no Ct da
amostra desconhecida, a concentracao da
amostra desconhecida sera calculada pelo
software GeneXpert.
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Analyte Result
Analyte Ci EndPt Analyte Result Probe
Name Check
Result
HIV-1 31 430 POS PASS
1Q5-H 246 253 PASS PASS
1Q5-L 341 586 PASS PASS
Legend
¥l [#] HIV-1; Primary [~
500 vl [.] 1aS-H; Primary
- v ] 1Q5-L; Primary
5
=400
o
=
=
200
0
10 20 an 40
Cycles

N
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Calculo da concentracao da amostra

y = carga viral
(copias/ml) 1E7+

1E&+

IQS-H 1E5]

i &t 1E4-+

L}

|

| HIv-1 311/
105-H 2456 10004
10s-L 341~

1QS-L 1004

104
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A guantificacao relativa mede o nivel de um

Quantificacao relativa com PCR em tempo real

(ex.: Xpert BCR-ABL)

alvo e expressa-o em relacao ao nivel de
um controlo interno (gene de referéncia)

* O gene de referéncia pode ser endogeno.

39

Como tal, também pode garantir que €
utilizada amostra suficiente no teste.

Devido a sua reduzida variabilidade, o
controlo endogeno também pode ser
utilizado para indicar inibicao da PCR.
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= Controlo endégeno _ Pjpass.

==

b

| <"

30

Alvo

POSITIVO [1,54% (IS) e MR1,81]
(POSITIVE [1.54% (IS) and MR1.81])

Exemplo de um resultado do teste
Xpert BCR-ABL Ultra

//Cepheid.




Conclusao

A RT-PCR é:
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Rapida

Sensivel

Precisa

Facil de executar
Pode ser quantitativa

N
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A ciéncia produz consistentemente uma nova
colheita de verdades miraculosas e de

dispositivos espetaculares todos 0s anos.

Kary Mullis
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