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Porque utilizar PCR na minha rotina?

Areas de Aplicacio

AlteracOes Genéticas
Teste de Paternidade
Deteccao de doencas
Clonagem de genes
Mutagénese

Analise do DNA antigo (féssil)

Determinacao do sexo

Criminalistica
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Analise de alimentos...



Principios Basicos da PCR

O que é?
Para que serve?
Como funciona?

O que vou precisar?




Material Genético!!!

v/ Patdgenos alimentares

v "Organismos de deterioracdo
v" Virus

v" GMOs

v Alérgenos

V" Identificacdo animal

v/ Ambiental




O que é Reacao em Cadeia da Polimerase?

v" Amplificacdo/Cdpias de um segmento especifico do DNA dentro de um genoma (gene, parte de um gene...)

ATGACGGATCAG

CGUAAGCGGAA

PCR é:

v" Amplificacdo/copias de fragmentos de DNA

DNA-molde

Os primers ligam-se
ao molde T

A Taq polimerase
alonga os primers  errrrrrTrTTTTTTTITT




O que eu vou precisar?

1° Extrair o DNA da minha amostra

v' Kits de extraga’"\o ® BIOTECON Diagnostics
v Equipamentos basicos de laboratdrio

2° Fazer reac¢ao de qPCR

LightCycler 96 ou 480 - Roche

v" Amostra de DNA |
v' Master Mix de reacdo de PCR ® BIOTECON Diagnostics
v" DNA polimerase e tamp3o
v" dNTPs
v' Composto fluorescente*
v’ Primers*
v' Equipamento de PCR em tempo real

3° Analisar os resultados @ BIOTECON Diagnostics




Kits de Extracao

Alta pureza

Sample
Preparation Kits
Magnetic
Preparation Kits

Colunas

Manual e automatizado

Kits
Pre-
pipeteado

Lise Rapida e Facil

Alta pureza de DNA/ RNA
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digstaticy

Target

Gram- nagative bactena

Gram-positive baoteria
Enterobactenaceas,
Cronobacter

Vibrio, STEC.
Besr spoilage bactaria

£

Dekkera, CErevisias var.

Yeast & Mold

GMOs, Animal ID, Allergens

Viruses

Bead based/
Column based P
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A Pensabio pode te ajudar!

Real-time PCR Kits
« Deteccao
- Identificacao
« Quantificacao

Instrumentos para
processamento e
analise

* Termocicladores

+ Automacéo

» Software

» Equip. de laboratdrio

Kits de extracao

DNA e RNA
« Bulk

+ Pré- pipetado Extracao INSTRUMENTOS
« colunas




Biotecon Diagnhostics

PCR KITS

Patégenos
Bactérias

Deteccao
Identificacao
Quantificacao

Meio ambiente Patoégenos virus Veterinaria

1)



Biotecon Diagnhostics

foedpro

foodproof

foodproof Clostridium botulinum Detection

foedproof

Patnos
Bactérias

foedproof SL Clostridium perf

microproof |

miCroproo

Meio ambiente Patoégenos virus Veterinaria

microproof Legionefla




Caracteristicas dos Kits

Conforto
» Master mix de reacgéao pré-pipetado, basta adicionar DNA;

» Facil transporte (temperatura ambiente) e armazenamento (2 - 8°C)

Seguro
 Alta sensibilidade: alto volume de amostra (até 25 yl em vez de 5 pyl com kits de liquidos)
» Compativel com quase todas as plataformas de qPCR;
* Poucas etapas de pipetagem: reduz o risco de contaminagao cruzada;

» Padrdes LyoKits foodproof® de alta qualidade:

' @ BIOTECON Diagnostics




Conceito de Qualidade

Obrigatorio (acordo EN 1SO 22174) PRINCIPLE

% Controle do Processo Interno (IPC) ?: Redgan Dieatment

—

. . Controles que o . i
Protegdo contra falso negativo; = - i o0
L.
garantem a - N -
Inibidores de PCR; veracidade dos seus S N A
_ SR
. resultados!!! - ) ——
Qualidade do teste!l! - )
2. After Extraction
+* Controle Positivo e
e gy .___:_:___~“—'~_ -
¢+ Control Negativo > g gy "
g TS
Adicional 3. Real-time PCR Run
DNA ol live cells DA ol desd calls
¢ Uracil-N-Glicosilasa (UNG) SO

Minimiza o risco de falsos positivos por contaminacao cruzada de PCRs anteriores,

** Reagent D
Protecdo contra falsos positivos por células mortas com DNA livre;




Conceito de Qualidade

Obrigatdrio (acordo EN I1SO 22174)

+* Controle do Processo Interno (IPC)

Protecao contra falso negativo; Controles que garantem a
Inibidores de PCR: veracidade dos seus
resultados!!!

Qualidade do teste!!!

+* Controle Positivo

+» Control Negativo

Adicional

+* Uracil-N-Glicosilasa (UNG)
Minimiza o risco de falsos positivos por contaminacao cruzada de PCRs anteriores;

** Reagent D
Protecdo contra falsos positivos por células mortas com DNA livre;
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Fluxo de Trabalho

Fluxo de trabalho basico de presenca / auséncia de
patogenos com PCR em tempo real

* ’/L r
/9
R S R
8a48h 20 a 60 min 10 min 45 a 90 min 10 min
Enriquecimento Extragdo de DNA Preparagéo da gqPCR Anélise - Software

PCR

Resultados Analisados em <2.5-4 h ot



TEMPO: Microbiologia vs qPCR

Método Convencional ISO

(para Campylobacter)

Enriquecimento Primario
24 h

Enriquecimento seletivo
24 —48 h

Enriquecimento Agar mCCD
24 h

Incubacao
48 h+48 h

Verificagao Verificacao

Bioquimica Serologica
4 h 4 h

PCR em tempo real

Enriquecimento Primario
24 h

Extracdo de DNA
0.5h

PCR em tempo real qualitativa
Identificacdo de C. jejuni y C. coli
1-1.5h

Economia de Tempo
Resultado positivo: > 5 dias
Resultado negativo: > 3 dias
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Caracteristicas

Método
tradicional

ELISA Imunologia

Comparando Técnicas

Especificidade

Sensibilidade

Tempo gasto resultado negativo

Tempo gasto resultado positivo

Influéncia de Matriz
Influencia outros organismos
Diferenciagao Vivo/Morto
Experiencia necesdria

Custos

Baixo

Médio

3 dias

3-6 dias

Baixo

Elevado

Nao

Elevado

Baixo

Médio

Médio

24 horas

24-48 horas

Elevado

Médio

Nao

Médio

Médio

Elevado

Elevado

24 horas

24 horas

Baixo

Nao

Baixo

Médio




Por que nao fazer qPCR????

Sensibilidade



CONHECA O QUE PODEMOS FAZER POR VOCE
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CONHECA O QUE PODEMOS FAZER POR VOCE
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