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ESTRATEGIAS DE DETECCION POR PCR
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ESTRATEGIAS DE DETECCION POR PCR

o Screening: para detectar contaminacion de OGM en lotes Promotor  Terminador
convencionales (no sabemos el evento)

o Gen especifico: para detectar una caracteristica (trait) por e;.

_ : . Gen epsps
tolerancia a glifosato (epsps) en alfalfa y colza importadas

o Evento especifico: se usan primers especificos para el evento
gue buscamos. Por ej. para verificacion de eventos |
regulados (sabemos cudl buscamos) ADN planta Promotor

<>



ISO 17025:2017 - Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracion

ISTA

Meétodos de analisis para la deteccion de organismos
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Intercalantes de ADN:
tecnologia SYBR® Green

Emite fluorescencia cuando se
intercala dentro de la molécula de
ADN

SYER® Grown ise
CNA binding #7e
Phet Bnvaris isolf
ints dosble-
shiosded DNA.

Sondas de hidralisis:
tecnologia TagMan®

Emite fluorescencia cuando se
hibrida la sonda y ocurre la
polimerizacion, liberando el
guencher
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Reporter and quencher-marked
probe

T
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\£
Target DNA {double stranded)



SONDAS DE HIDROLISIS TagMan®
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SONDAS DE HIDROLISIS TagMan®

1A RRERT)

l Libera el fluoréforoy
¥ 4 es detectado por el
equipo

Taq Pol



A medida que progresa la reaccion, se recogen los datos
fluorescencia y se va realizando un grafico respecto al n° de ciclos

Escala lineal
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La deteccion y cuantificacion se realiza en |

de

Escala exponencial
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a fase exponencial del grafico,

donde la eficiencia es constante e igual al 100% (cinética de reaccion 2")



PCR EN TIEMPO REAL
De la fluorescencia a los resultados

Paso 1. Determinar el valor de Ct

I Ct value l/ Para ello determinar

el valor umbral y la
linea de base

Rn

[Threshold [
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PCR EN TIEMPO REAL

De la fluorescencia a los resultados

Paso 2. Comparacion de los valores de Ct

Ct values
@
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Curva de calibracion —_——
Log copy number




CUANTIFICACION DE OGM

El contenido de OGM se determina normalizando la cantidad de
secuencias especificas del OGM con respecto a la cantidad de un gen
especifico de la planta (endogeno)

Se realizan 2 curvas de calibracion para realizar la cuantificacion relativa

“+ Gen endbdgeno:
- Especifico de especie
- Presente en copia Unica

<+ Secuencia GM
+  Regidn evento especifica

% GM = ADN GM x 100

ADN referencia




CUANTIFICACION DE OGM

o Evento especifico: se usan primers especificos para el evento que buscamos. Se
hace curva de calibracion con material de referencia del evento.
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AREA 1 AREA 2 .
Preparacidn de la mix Agregado de ADN
Dispensar mix Sellado de placa
Set 1 de pipetas Set 2 de pipetas b

R |
\ |
AREA 3

Corrida de PCR

Descarte de placa



L . . . AREAS DE
1. Organizacion del laboratorio y flujo de trabajo TRABAJO

SEPARADAS

2. Buenas practicas de laboratorio

Descontaminar areas de trabajo: EtOH 70%, hipoclorito 10%

Uso de tunica y guantes sin talcoRealizar alicuotas de los
reactivos de PCR

Usar tips con filtro para evitar aerosoles



CONSIDERACIONES IMPORTANTES

% Correcta centrifugacion de la mix de PCR, previo al ciclado en termociclador




CONSIDERACIONES IMPORTANTES

% Ajuste correcto del umbral o treshold

El umbral esta colocado en la fase exponencial, por encima de ruido
de fondo.



CONSIDERACIONES IMPORTANTES

% Ajuste del umbral demasiado bajo

El umbral esta colocado por debajo de la fase exponencial, por debajo
del ruido de fondo.



CONSIDERACIONES IMPORTANTES

% Ajuste del umbral demasiado alto

El umbral esta colocado por encima de la fase exponencial, en la fase
de plateu



% Referencia pasiva (ROX): Permite normalizar todas las sefiales de
fluorescencia para comparar los resultados de muestras y controles internos

Sample 1 Sample 2
FAM™ dye
§ \ FAM™ dye §
§ ROX™ dye Rn — o
g Rn‘ ROX™ dye §
T n

Rn = Reporter .
Passive ref




+»» Validacion de un método.

La validacién es la confirmacion mediante el examen y la provision de
evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso
especifico. La validacion completa de un método analitico generalmente
comprende un examen de las caracteristicas del método en un estudio
interlaboratorio de desempeno del método. La validacion de estos métodos
requieren un numero minimo de laboratorios y muestras de prueba para ser
incluidos en el ensayo de colaboracion para validar el método analitico.

%+ Verificacion de un método

Proporcionar evidencia objetiva de que un laboratorio puede operar
adecuadamente un metodo validado, cumpliendo con los requisitos de
rendimiento para las matrices de muestra a las que se aplica el método.



% Rango dinamico
Es el rango de concentraciones sobre el cual el método proporciona una

correlacion lineal entre la medicion y la cantidad real del OGM blanco, con un
nivel aceptable de veracidad y precision.

% Limite de deteccion (LOD)

LOD es la menor cantidad o concentracion de analito en una muestra, que
puede detectarse de manera confiable pero no necesariamente ser
cuantificada. Experimentalmente, los métodos deben detectar la presencia del
analito en al menos el 95% de los casos (muestras) en el LOD, asegurando <
5% de resultados falsos negativos.

% Limite de cuantificacion (LOQ)

LOQ es la menor cantidad o concentracion de analito en una muestra, que se
puede cuantificar de manera confiable con un nivel aceptable de precision y
veracidad.



s Coeficiente R2

R? es el coeficiente de determinacion, que se calcula como el cuadrado
del coeficiente de correlacion (entre el valor de Ct medido y el logaritmo
en base 10 de la concentracion) de una curva estandar obtenida por
analisis de regresion lineal.

% Eficiencia de amplificacion

Es la tasa de amplificacion por PCR que conduce a una pendiente tedrica
de -3.32 con una eficiencia del 100% en cada ciclo. La eficiencia se
puede calcular:

E = (10¢Lpend) — 1) x 100



+» Robustez

La robustez de un meétodo es la medida de su capacidad para no verse
afectado por desviaciones pequenas pero deliberadas de las condiciones
experimentales descritas en el procedimiento.

+»» Exactitud o veracidad

La proximidad entre el valor promedio obtenido de una serie de
resultados de prueba y un valor de referencia aceptado. La medida de la
veracidad generalmente se expresa en términos de sesgo (“bias”).



* Limite de deteccion (LOD)

Es la minima cantidad de analito que puede ser detectado de manera
confiable, pero no necesariamente cuantificado. Puede ser calculado en
%OGM 0 en numero de copias.

Para calcular el LOD de un método con un 95% de confianza, es
necesario analizar 60 réplicas de PCR para cada concentracion
ensayada. Como no es un enfoque practico, se calcula la tasa de falsos
negativos en un namero menor de réplicas. La tasa de falsos negativos
debe ser < 5% (realizando 10 réplicas, todas deben ser positivas).

Criterio de aceptacion: EI LOD es el minimo valor ensayado en el cudl las
10 réplicas son positivas.




* Limite de cuantificacion (LOQ)

Es la minima cantidad de analito que puede ser cuantificada de manera
confiable, con un nivel aceptable de exactitud y precision.

= Un control positivo de 0,1% puede ser analizado en 10 replicas y el
RSD debe ser < 25%. Porcentajes menores deberian ser ensayados
(depende de la decision del laboratorio)



