igacion Mixto

L4 Instituto Universitario de Investig
N\ I a Agr?alim?ntario de Aragon T Universidad
= Universidad Zaragoza A Zaragoza

A E

'Servicios cientifico tecnologicos
del IA2 en /la Universidad de
Zaragoza".

26 de enero de 2021

PCR digital:

Deteccion y cuantificacién absoluta de acidos nucleicos



PCR digital: ;Qué es?

« Técnica analitica que permite la cuantificacion absoluta de acidos
nucleicos, mediante la particion de la muestra en miles de sub-
réplicas (chip de 20.000 pocillos).

« Se realiza una PCR individual
en cada uno de los 20.000
pocillos que se categorizan
como positivas 0 negativas
dependiendo de si contienen o
no la molecula objetivo
(binario/digital).

CuanStuda™ 30 Digtal PER Chin

« Tras la PCR, la amplificacion o no de las sub-réplicas se usa para
generar un recuento absoluto del numero de moléculas de la
muestra, sin necesidad de estandares ni controles enddgenos.
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Esquema flujo general de trabajo

Obtencion de Preparacion mezcla Carga chip
acidos nucleicos reaccion PCR

QuantStudio™ 7.25 2X 1x
3D Digital PCR
Master Mix, 2X

TagMan® 0.725 201X — ‘M ——=
Assay, 20X '
T,
\b\
A

(primer/probe
mix)

Diluted DNA 1.5 23 23 @ .
ngul®  nginLt __ ’ Pasolque ,
AN requiere mas
Water 5.025 = = \ ‘ q . 7
e G 0GR i L manipulacion y
=y 145 apond on e applcaton \ g idad
\\\ E } culdado
Diversas matricesy (Disefio Tagman de . :
soportes (calidad y RT-qPCR)
cantidad).
Termociclado

Andlisis de resultados en la
nube (Thermofisher)

11° Angle is optimal for chip

|

Hold Polymerase activation 96.0 10:00
Cycling Anneal/extend 60.0 2:00
(39 cycles) Denature 98.0 00:30
Hold Final extension 60.0 2:00
Hold (optional)  Storage 10.0 99:59

Menos de 1 minuto

Instituto Universitario de Investigacién Mixto
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'lO 20 40

e gDNA or cDNA
e TagMan assay
* Master mix

Chip v2/ 20.000 pocillos iy

I Negative reactions

Quantstudio 3D PCR
d|g|tal system

QuantStudio 3D Digital PCR
chip loader




La PCR digital permite realizar cuantificaciones absolutas
(n°® de copias por unidad de volumen) Sin usar una curva estandar

1- Contar numero de pocillos negativos y positivos en el chip

2— Aplicar la correccion de Poisson (para corregir los pocillos que pueden haber
recibido mas de una molécula de la secuencia objetivo, se aplica un factor de correcciéon mediante
el modelo de Poisson. Implementado en el software de Applied Biosystem).

A = —1n(1— %)

A: numero medio de copias por pocillo

k: nUmero de pocillos positivos

n: numero total de pocillos

}\/Vol. Pocillo = Copies/ pL. ~ ===mm)p N2 Copies/pL * genoma de la especie

!

Concentracion [ng/uL]

Vol. chip v2: 755pL (20000 pocillos)

Instituto Universitario de Investigacién Mixto
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https://www.youtube.com/watch?v=g_GgRcZaPxU

A = Numero medio de copias por pocillo

PUNTO IMPORTANTE: Las muestras deben estar diluidas a una concentracion de

manera que la mayoria de las particiones contengan una molécula o ninguna:
A Ideal entre 0,6 y 1,59.

Ejemplo:

- Gen concreto (especie humana)..../ virus /bacteria

- Contenido de ADN de un juego de cromosomas haploide humano: 3,3pg

- Volumen del pocillo: 755pL

- ParaA=0,6
A/Vol. Pocillo = Copies/ pL 0,6copias/755pL = 794copias/uL
N° Copies/pL x genoma de la especie 794copias/pL x 3,3pg = 2.62 ng/uL

Tamano de los genomas: http://www.cbs.dtu.dk/databases/DOGS/index.html

Instituto Universitario de Investigacién Mixto
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_Ajuste [muestra] ~ Utilizacion por empresa para generar estdandar para kit de diagnéstico
Sobrenadante viral. Mix QuantStudio
N Y 1 1 Wl e

Diluciones seriadas 1/10 BIOTEC
Concentracion Precision
Muestra k (positivos) n (total) k/n A chip
) (Error)
(copias/pl)
Sobrenadante viral 16587 16666 0,995 5,352 7088 4,693%
Sobrenadante viral dil 1/10 16290 16369 0,995 5,334 7064 4,402%
Sobrenadante viral dil 1/100 9404 14645 0,642 1,028 1361 2,144%

FAM: 16587 VIC:0 FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 0 FAM: 16290 VIC:0 FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 0 FAM: 9404 VIC:0 FAM+VIC:0 UNDETERMINED: 0

FAM

FANM

8000 8000
20 1220 410 80 0 e 150 0 25 2400 0 2 20 40 20 1620 240 3360 4080 8000
3000 2460 1020

e vio
Sobrenadante viral Sobrenadante viral 1/10

CONCLUSION

-Unicamente el sobrenadante viral dil 1/100 entra en el rango de cuantificacion fiable \=0,6-1,59).




VENTAJAS DE LA PCR DIGITAL |

(vs RT-PCR)

Analog Digital
NI elelslele
<\ QOOOO

| = OO

. B

Rn

0000
0000
0000
@000
0000

Cycle

-

Rare allele easily detected and
quantified in presence of abundant wild-
type, without reference to standards or

controls

Rare allele may be difficult to detect in
presence of abundant wild-type;
standard curve required for quantitation

v No es necesario depender de referencias o estandares.

v Determinacion absoluta y precisa del nimero de copias.

v'Alta tolerancia a los inhibidores y capacidad para analizar

mezclas complejas.

v Transferencia sencilla de ensayos de gPCR a dPCR.

v Deteccion de pequenos cambios de expresion.

v'Comparada con la qPCR a tiempo real es, mas sensible ,

especificay precisa.
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Aplicaciones de PCR digital

Cuantificacion absoluta:

Medida del nimero de copias por unidad
de volumen sin necesidad de curva
estandar.

P : AL -
> Cuantificacidn de la carga viral. Wz ™
TV e

> Cuantificacion y generacion de estandares
y de referencia. 2
3 | -

N cit; U_a

Cuantificacion relativa:

Esta aplicacion permite cuantificar la
cantidad de un objetivo en relacién con el
material genético total.

> Variacion del nimero de copias de alta precision

(CNVS) [ o]5 s ol o]

[\ & e ool o]
o oB

» Analisis de mutaciones raras. S

> Deteccion de pequenas diferencias de expresion

génica.
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Bibliografia: utilizacion PCR digital
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Volume 173, 15 April 2015, Pages 1054-1058 ==
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and meat products using droplet digital PCR
(ddPCR)
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Quantitative Analysis of Pork and Chicken Products by
Droplet Digital PCR
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Quantification of Listeria monocytogenes cells with
digital PCR and their biofilm cells with real-time
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Deteccion y cuantificacién de alérgenos
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sensitive detection of porcine circovirus 3

mclo

Development of a droplet digital PCR assay for

Diagnéstico molecular
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Droplet digital PCR-based circulating microRNA detection serve as a
promising diagnostic method for gastric cancer
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Kang Wang,“2 and Maozhu Yangmzﬁ'5
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...para cualquier consulta podéis contactar con el grupo responsable (LAGENBIO)
o utilizar la pagina web del 1A2

c B ia2.unizar.es/servicio/per-digital - |
IS0 UNIVErsiano 06 Investigacion Moo Z 5 =
“ Agroalimentario de Aragén (QUEESELIA2? INVESTIGACION TRANSFERENCIA SERVICIOS PRENSAY DIVULGACION BLOG ALIMENTANDO...
\. Universidad Zaragoza

Produccion de materias primas de origen animal

o Solicitud Servicio PCR
PCR Digital Digital

DESCRIPCION: Apellido(s), Nombre

El servicio de PCR digital proporciona el equipamiento e [ I
infraestructura necesaria para la deteccion y cuantificacion

absoluta de &cidos nucleicos mediante la técnica analitica de Correo electronico *
Responsable del servicio: PCR digital (dPCR), con gran precisién y sensibilidad [ l
Clementina Rodellar Penella Para ello, este servicio esta basado en una plataforma dPCR:

QuantStudio™ 3D Digital PCR System (Q53D CORE SYST. Teléfono

CHIPS- MMX V2), que funciona mediante la particion de una

muestra de ADN o ADNc en numerosas reacciones de PCR [ I
individuales en paralelo, conteniendo algunas de estas

reacciones la molecula objetive (positivo), mientras que ofras no Asunto

la centienen (negative). Permite gue una sola melecula se pueda [ l
amplificar como minimo un millon de veces, y para ello, se utiliza

la quimica TagMan® con sondas marcadas con fluorocromos
Tras el analisis de PCR, la fraccion de reacciones negativas es
utilizada para generar un recuento absoluto del numero de
meleculas de la muestra, sin necesidad de recurrir a estandares
ni controles endoégenos

Ubicacion:
Facultad de Veterinaria

Mensaje

iiiiGRACIAS POR VUESTRA ATENCION!!!!
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