PCR en tiempo real: fundamentos y
aplicaciones en investigacion,

diagnostico clinico y ambiental

< \‘\u' FACULTAD DE 0
= : 7= CIENCIAS LAREPUBLICA
RORR PRIV T v 'ﬁy URUGUAY




Modulo Il

Deteccién de virus

respiratorios

Lic. Virginia Bengochea



Infecciones Respiratorias

o Las infecciones respiratorias (IR) se presentan con una
elevada frecuencia en la poblacion.

o Constituyen un problema prioritario de salud a nivel
mundial.

o Sintomatologia variada y la gravedad del cuadro clinico
depende de varios factores (patogeno, inmunidad, etc).
Mayor relevancia en adultos mayores y ninos.



¢Gomo se clasifican?
Segun la etiologia:

eBacterianas, virales, parasitarias.
eEspecificas, inespecificas. Altas

Segun localizacion:

SEIES

Bronquios -



Infecciones respiratorias virales

Principal causa de internacion en invierno.
Existen mas de 150 virus con potencial patogeno.

Desde un resfriado comun hasta neumonias graves.

especiais cuidarao de seu nariz,
quando ficar resfriado.




Infecciones respiratorias virales

Contaminacion de
manos por contacto

cCOMoO se transmiten?

El virus se transmite
por inhalacién de las
gotas de saliva que se
expelen al hablar, por
la tos y los estornudos

También se puede transmitir a
través de “fomites” es decir
objetos de diversa indole:
juguetes, perillas contaminadas




INFLUENZA




INFLUENZA

Antecedentes:

|
| A o JIRUT R 1

Los registros parecen indicar que la primera pandemia fue en Asia en el
ano 1580. Hay reportes de pandemias en los anos: 1729, 1789, 1830 y
1898.

En los ultimos 300 anos han ocurrido alrededor de 10 pandemias.

La etiologia de la influenza permanecié desconocida hasta 1930 en que
se logrd aislar por primera vez en el laboratorio, primero en cerdos y

después en humanos.



Classification criteria
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Influenza

Familia Orthomixoviridae (mixo proviene del griego: mixa) y refiere a la afinidad por los

mucopolisacaridos y glicoproteinas, en particular células que presentan Ac. Sidlico en el extremo de

sus glicanos.

Morfolégicamente variable (pleomarficos) con un diametro que varia entre los 80 y 200 nm.
Genoma ARNsh (-), con 8 segmentos y 7 para Influenza C

Virus envuelto con nucleocapside helicoidal.



Influenza

PBI, PB2, PA HA (hemagglutinin)
(RNA polymerase

fit

NA (neuraminidase) %’”’i{

NEP
(nuclear import protein) NP (nucleocapsid protein)

Segmented (-) strand RNA gene




Organizacion genomica
Influenza - 8

(—) strand RNA segments
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Nomenclatura

TYpe o —
matenal
agqglutinin Neuraminidase
A/Fujian/411/2002 (H3N2)
Vir|us Geogr|aphic Strlain Yealr of vaLs

type origin number isolation subtype



Profilaxis: Vacunacion

Composicion de la vacuna recomendada por la OMS para el hemisferio sur (huevos
embrionados/cultivo celular):

A/Victoria/2570/2019(H1N1)pdm09-likevirus/A/Wisconsin/588/2019
(HIN1)pdmO09-like

A/Darwin/9/2021(H3N2)-like virus/A/Darwin/6/2021(H3N2)-like virus
B/Austria/1359417/2021-like virus (Victoria)

B/Phuket/3073/2013-like virus (Yamagata)




CORONAVIRUS




En contexto...

El 31 de diciembre de 2019 la OMS era alertada de un brote de neumonia en Wuhan
(CHINA), de etiologia desconocida.

Rapidamente se identifica como el agente causal perteneciente al género
Betacoronavirus y se le asigna la nominaciéon de SARS-CoV 2.

A mediados de enero de 2020 ya se disponia de la secuencia completa del genoma de
ARN del virus.

La OMS publica los protocolos autorizados para facilitar la implementacion del
diagndstico en todo el mundo.

Marzo 2020 la OMS declara la pandemia por este virus.

Primeros casos en nuestro pais: 13 de marzo 2020




SARS-CoV 2

SARS-CoV / SARS-CoV-2

<+—————— Spike glycoprotein
) trimer (S)

T penes Virus envuelto, esférico,

Membrane protein 120n m dié met ro.
™M

~———Envelope small membrane protein
pentamer (E)

nformatics

Genoma ARNsc asociado a proteina N formando nucleocapside.

Glicoproteina S (Spike), trimero que hace contacto con el receptor celular.



Diagnostico de SARS-CoV 2
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Diagnostico de SARS-CoV 2

SARS-CoV-2
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Discontinous transcription
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Minus strand transcription
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En contexto...

NOSOTROS SALUD HUMANA covib-19 PRENATAL SALUD VETERINARIA BIOTECH CO-WORK CONTACTO SIE ENGLISH

NOSOTROS .

¢{QUIENES SOMO0S?

Empresa

Somos una empresa biotecnoldgica de capitales
nacionales, fundada en el afio 2001. El origen de ATGen
como el primer spin off incubado en la Facultad de
Ciencias de la Universidad de la Republica determina el
caracter innovador que la define y le ha valido multiples
premios y reconocimientos.

, Salud Humana, Salud




Salud humana y animal

e Diagnodstico (salud humana)
- Herpes — CMVq — EBV(q
- HIVc y HIVqg
- HBVcyq—HCVcyq
- Bordetella
- HPVd y HPV genotipificacion (alto y bajo riesgo).
- Mutaciones gendmicas



Optimizacion de Multiplex RTqPCR para
deteccion simultanea de Influenzay
Covid



Multiplex FIuAB CoV

Retrotranscriptasa

N +
Lt
TagPolimerasa
Oligont +
dNTPs
+
Buffers

Sonda TagMan

Diagnostico In House



Multiplex FluAB CoV

Excitation Detected

\ emission

Annealing 5°-3" exonuclease

o Reporter O Quencher @ Taq polymerase ) Phosphate




Multiplex FIuAB CoV

Spectral Overlay Chart View fullscreen

Absorption Spectra
FAM — HEX

Multiplex??
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Emission Spectra

0
Wavelength (nm)




Multiplex FIuAB CoV

Light source

Para que usar una referencia pasiva?



Amplification Plot
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Results = B : y Ampiic ation Plot
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Amplfication Plot
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Interpretacion de Resultados

FAM HEX Cy5
(FLU A) (FLU B) (Control
Interno)
Control No No No No
negativo amplifica amplifica amplifica amplifica
Control Ct=<30 Ct<30 Ct<30 No
positivo amplifica

Muestra Ct<35 Ct<35 Ct<35 Irrelevante
positiva
Muestra No N No Ct<35
negativa amplifica amplifica amplifica
Muestra 35=<Ct<39 35=<Cts< 35=<Ct<39 Ct<35
Indeterminada* 39
N

o No No >35 0 No
amplifica amplifica amplifica amplifica




