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., Como trabaja la PCR en tiempo real?

Utiliza los mismos componentes basicos que la PCR tradicional
(dsDNA, primers, dNTPs, PCR buffer, Taqg polymerase, etc.).
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., Como trabaja la PCR en tiempo real?

Como en PCR tradicional, las reacciones se procesan en un ciclador
termico :

« Desnaturalizacion del templado dsDNA
« Annealing de primers al templado

« Extension de los primers = nuevo amplicon

target despues

Ejemplo:

Un ciclo de
PCR en teoria
duplica el

de cada ciclo.

1 ciclo de PCR
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Ciclado universal

X 40 ciclos

95°C

60°C

* No hay necesidad de optimizar la T de annealing para cada amplicon del
ensayo.

» Ciclado total mas rapido.

* No es obligatorio, pero si recomendable.
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., Como trabaja la PCR en tiempo real?

La mix de PCR contiene moléculas fluorescentes.

ThermoFisher
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El Instrumento de PCR en Tiempo Real

Mas alla del modelo, todos los real-time comparten 3 componentes:

2. Fuente de luz

/

1. Bloque térmico de ciclado
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;. Como trabaja la PCR en tiempo real?

A medida de que procede la amplificacion, la fluorescencia aumenta

conforme lo hace la cantidad de producto.
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., Como trabaja la PCR en tiempo real?

El instrumento registra este aumento de fluorescencia en cada filtro

después de cada ciclo. Ventaja: mide fluorescencia en cada well de
la placa para todos los colores, todos los ciclos.

Cycle 1
| Well A1
Fluo 1

Fluo 2
Fluo 3
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Finalmente, el software de real-time presenta los
datos para el analisis.

Quantity

A7 [ Liver c-myc UNKNOWN ... 20.6095 20.532211 7.386 1.057 86.438 -3.696 1.726
A8 I~ Liver c-myc UNKNOWN ... 20.454922 20.532211 8.133 1.057 86.438 -3.696 1.726
A9 [V Liver c-myc UNKNOWN ...
A. T~ Liver GAPDH UNKNOWN .. 28.380135 28.455734 0.469 92.853 -3.506
A. I~ Liver GAPDH  UNKNOWN .. 28.464178 28.455734 0.444 92.853 -3.506
A. I~ Liver GAPDH UNKNOWN .. 28.522894 28.455734 0.427 92.853 -3.506
B1 [T Kidney c-myc UNKNOWN ... 21.135685 21.461496 5322 1111 86.438 -3.696 1
B2 [T Kidney c-myc UNKNOWN ... 21.555302 21.461496 4.098 1111 86.438 -3.696 1
B3 [~ Kidney c-myc UNKNOWN 21.693499 21.461496 3.76 1111 86.438 -3.696 1
B4 [T Kidney GAPDH UNKNOWN 28.479626 28.505972 0.439 92.853 -3.506
B5 [ Kidney GAPDH UNKNOWN .. 28.518414 28.505972 0.428 92.853 -3.506
B6 [ Kidney GAPDH UNKNOWN .. 28.51987  28.505972 0.428 92.853 -3.506
Amplification Plot
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PCR en Tiempo Real

Es un método que permite cuantificar la cantidad de
acidos nucleicos mediante la reaccion de PCR.

* Especifico

* Exacto

* Preciso

* Sensible

* Amplio rango dinamico

Parametros basicos en cuantificacion
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Exactitud

Cuan verdadero es el valor
obtenido en la medicidon de una
muestra

Exacto!
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Precision

Cuan reproducible es la cuantificacion
de una misma muestra

Preciso!
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Sensibilidad

Una sola molécula de DNA puede ser detectada por PCR
en tiempo real (teoria)

Biotechniques 24:744-746 (May 1998)

Senal significativamente mayor al background

— noise
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Rango Dinamico

Ventana de concentracion en la cual el templado puede
ser cuantificado con precision y exactitud

(Concentracion maxima - minima )

Cy

LOG [Template]
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End Point PCR (ePCR)

mmmmmmmmmmm
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Cinética de la fase exponencial

P=T(1+E)

Al evaluarse la cantidad de P en la fase exponencial, se
asegura que E=1 (o sea 100%)

P = Producto final
T = Templado al inicio de la reaccion

E = Eficiencia de amplificacion
n = Numero de ciclos
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Cinética de amplificacion del DNA en la PCR

N:

Theoretical

Cantidad de DNA
Log DNA

Numero de Ciclos Numero de ciclos
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Fases de una PCR

Plateau
: Sin Amplificacion
Linear
Baja Eficiencia
ANn Deteccion en gel
) con bromuro
Qo
o
L [
Exponencial
Alta Eficiencia
y reproducibilidad
N° de Ciclos
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Cinética de Amplificacion

> ePCR

< 40 5 Mayor
diferencia
en Rn

. > Numero de Ciclos
16 = 7

-
o
Q
o

nanogramos
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¢; Por qué usar real time PCR?

Producto de PCR

96 Réplicas

Fase Plateau variable

Alta precision durante la

fase exponencial

6
11 4
21 §

o
—

Ciclos

20  Proprietary & Confidential

ThermoFisher
SCIENTIFIC



Amplificacidon exponencial

Ciclo Cantidad Relativa*
1 2
2 4
3 8
4 16
5 32
6 64
7 128
m Nmm . . . .
S 512 * Asumiendo Eficiencia
10 1,024 del 100%
20 1,048,576
30 1,073,741,824

ThermoFisher
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Eficiencia de Amplificacion

Depende de:

e Tamano del Amplicon

 Disefio de los primers (Tm, estructuras secundarias, etc.)
» Concentracion de los reactivos

« Condiciones de termociclado (T de annealing, rampa, etc.)
» Calidad del templado (integridad del DNA/ cDNA)

* Presencia de inhibidores (calidad de extraccion)

* Preparacion de la reaccion (pipeteo)
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Amplification plot

Grafica de la senal de fluorescencia vs. el numero de ciclos.

Sample
ARnN

Rn

_.ln e o No Template Control

25 30 35 40

ThermoFisher
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Baseline

Los ciclos iniciales de la PCR, en los cuales el cambio en la senal de fluorescencia

es minimo.

Rn

Sample

ARN

0

10

25

30

40
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Threshold

Umbral de deteccidon de flourescencia.

Sample

ARN

Rn

¢ Threshold

_M . No Template Control

Baseline

0 5 10 25 30 35 40

ThermoFisher
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Ct (threshold cycle).

El numero de ciclo en el cual la fluorescencia alcanza el threshold fijado.

Sample

Rn

ARN
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Acido nucleico blanco (molde)

Secuencia nucleotidica que se desea detectar y/o cuantificar

Rn

Threshold

0 D 10

NTC (No Template Control)

W

'€, Cycl

20
e

25

ARN

40

Una muestra que no contiene templado, usada para la verificacion de la calidad de la

amplificacion.
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Rn

Nivel de fluorescencia generada por la PCR.

Sample év

| V_ No Template Control

0 5 10 25 30 35 40

15 20
Ct Cycle
ARN

Nivel de fluorescencia de la reaccidon menos la fluorescencia de los reactivos.

ThermoFisher
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Referencia pasiva

El ROX normaliza variaciones fluorescentes no relacionadas a la PCR

Muestra 1

Fluorescencia

FAM

ROX

ROX dye

ux xm

Muestra 2 ‘

FAM

ROX

A

Fluorescencia
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Referencia pasiva

El ROX normaliza variaciones fluorescentes no relacionadas a la PCR

ROX dye
Muestra 1 Muestra 2
A
FAM
© E—— m
‘O FAM c
o ROX X — o
m ROX w
2 — || 2

ThermoFisher
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Referencia pasiva (ROX)

Incremento en la precision
usando ROX.

Con Rox

/|

[ I T T T T T T

Sin Rox

25.94, 25.85, 25.81,
25.74

Std Dev 0.082

L

e

_.7\ [
\

27.05, 26.60, 26.21,
26.13

Std Dev 0.422

Cycle Number

78 91011121314 15161718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40

78 91011121314 15161718 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number
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Analisis de Baseline
S —

n

Denta

Baseline
1 3 & 7 9 11 13 15 17 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39
Cycle Number

Delta Rn

Delta Rn

Baseline alto: 3-25

5§ 7 9 11 13 15 17 19 21 23 26 27 20 31 33 35 37 34 1 & § & 4 13
Cycle Number Cycle Number

15015 A8 200 23 98 g8 i3t a8 dh i87 3y
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Analisis del Threshold

l

Move down ‘7,

ThermoFisher
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Punto Final vs. Tiempo Real
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Punto Final vs. Tiempo Real

View Tools Instrument Analysis Window Help

rE BE S EREE -E?

‘A Instrument ) Results f
A Spectra A Component A Amplification Plot £ Standard Curve A Dissociation A Report /

Rnvs Cycle
10
At
A
0.1
0.0
0.0
1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 12 14 15 16 17 18 19 20 21 22 223 24 25 26 27 28 29 20 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycle Number
37  Proprietary & Confidential ThermoFisher

SCIENTIFIC



Ventajas PCR tiempo real

Metodo confiable de cuantificacion:
* Analisis en |la fase geométrica de amplificacion.

1 4 L {iJ ABI Prism 7000 GeneAmp SDS Software - [dynamicrange.sds]
. m m O — — O o [B) Fle View ook Instument Andysis Window Hep =B8] x|
- s D=1=E e e =1 =l
Plate A Sp lificatic lissociati
* Exact
Xaclo.

* Preciso.
* Alta sensibilidad.
* Amplio Rango Dinamico. I

,,,,,,,,,,,

Multiples aplicaciones.
Resultados rapidos en gran escala.
Elimina el uso de electroforesis.

Sin riesgo de contaminacion!
iiiNo mas Geles!!!
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Como organizar un Laboratorio de Real Time PCR

Para evitar contaminacion cruzada y falsas amplificaciones, considere
montar 4 areas separadas en el laboratorio

Area 1

Area de preparacién
de muestra

Area 2

Area de armado
de la PCR

Area 3

Area de carga
de muestras y
controles

VR 7YY aYaYp

g RRIRE

/ 4,, ,,,, / ,,;, / \,,, A,Y »., / ,.,,

Area 4

Area de
amplificacion
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Reactivos

* Mantenerlos tapados siempre
* Almacenaje adecuado

* Minimizar los ciclos de congelamient
enfriamiento:

ALICUOTAR

* Mezclar en vortex antes de usar
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Tips

» Usar tips con filtro

« Cambiar el tip cuando se cambia de reactivo o muestra
* No tocar los tips

Pipetas

8
3
Q
Q
&

 Utilizar diferentes pipetas para cada area
 Mantenerlas calibradas
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Tubos & Placas

 Mantenerlos tapados a d 1 |
* No tocar su interior &
* Todo es descartable y no puede utilizarse mas de una vez

* No autoclavar antes de usar

Guantes

« Guantes libres de talco (o lavados con agua y jabon)

« Cambiar los guantes entre areas
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