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Reação em cadeia da polimerase – PCR 
 
Aplicabilidade na detecção de agentes infecciosos 



Definição:	Reação	que	
permite	amplificar	in	vitro	
milhares/milhões	de	vezes	
uma	região	pré-determinada	
de	ácido	nucleico	



PCR	-	Possibilidades	

Diagnóstico	de	doenças	genéticas	(PCR	alelo-específico)	
	
Ciência	forense:	DNA	fingerprints	(por	short	tanden	repeats,	cada	pessoa	tem	um	padrão	e	pode	ser	diferenciado)	
	
Sexagem	–	PCR	para	cromossomo	Y	
	
	Quantificação	de	ácido	nucleico	(total	ou	de	agente	infeccioso	–	por	pcr	em	tempo	real;	end	point	dilution...)	
	
Expressão	gênica	
	
Identificação	de	OGM	em	agricultura/pesquisa	
	
Mutagênese	

Pré	amplificação	para	sequenciamento	
	
Contaminação	de	comida	ou	ambiental	
	
Diagnóstico	de	agentes	infecciosos	



Métodos	laboratoriais	(para	a	investigação	de	doenças	infecciosas)	

Métodos	DIRETOS	
	
•  Busca	detectar	o	agente	

Métodos	INDIRETOS	
	
•  Detecta	a	resposta	do	hospedeiro	ao	agente	



Diferentes	métodos	dentro	da	biologia	molecular	

Genericamente	classificados	em	
	
ü Métodos	de	hibridização	
	
ü Métodos	de	Amplificação	

ü Sequenciamento		

ü Métodos	enzimáticos	



•  Diagnóstico	rápido	de	agentes	infecciosos;	

•  Detecção	de	agentes	não	cultiváveis	ou	fastidiosos:	ie.	HPV,	HCV,	HBV,	HIV...	Mycobacterium	tuberculosis,	
Legionella	etc.	

	
•  Detecção	in	situ	de	agentes	infecciosos:	e.	H.	pylori,	HPV...	

•  Infecções	ainda	em	janela	imunológica;	

Aplicações	mais	comuns	em	microbiologia	

	
•  Diferenciar	agentes	antigenicamente	semelhantes:	zika	e	dengue;	tipagem	HPV...	

•  Quantificação	(CV)	

•  Acompanhamento	de	tto:	Sequenciamento	para	avaliar	resistência:	HIV;		
	
•  Para	fins	de	epidemiologia	molecular:	e.	Identificar	fontes	pontuais	para	surtos	hospitalares	e	comunitários	



•  AMOSTRA	

Coleta;	transporte	e	processamento	

–  Manter	a	integridade	do	acido	nucléico	

–  Método	de	extração	apropriado	(DNA,	RNA,	ou	ambos	dependendo	do	material	biológico	os	
reagentes	podem	variar)	

	

•  Exemplo:	extração	de	DNA	de	fezes		≠		sangue		≠		liquor	≠	plantas	

O	que	é	necessário:	Controle	de	qualidade	



CONTROLE	DE	CONTAMINAÇÃO	
	Paramentação	adequada		

Estabelecer	fluxo	unidirecional	

Controle	de	qualidade	

AREA	RECEBIMENTO	AMOSTRAS	

SALA	EXTRAÇÃO	Ac.	Nucl	

PREPARO	REAGENTES	(área	limpa)	

SALA	AMPLIFICAÇÃO	e	REVELAÇÃO	

UTILIZAR	CONTROLES	POSITIVOS	E	
NEGATIVOS– mais	de	1	(-)	

SALA	INTERMEDIÁRIA	



Métodos	de	Amplificação	

ü  PCR	convencional	

ü  PCR	em	tempo	real	

ü  RT-PCR	

ü  Nested	/	semi-nested	PCR	

ü  Multiplex	
	

	
ü  Isotérmicas:	

ü  Rolling	Circle	Amplification	
	
ü  PCR	digital	

ü  Fully	Automated	system*	



Adicionando	o	P	da	PCR	

1953	–	Descoberta	da	estrutura	do	DNA	Watson	e	F.	Crick	

Década	de	50	–	Estudando	o	mecanismo	de	replicação,	descobriu-se	a	DNA	polimerase	em	E.	coli		



Início	de	1960,	Gobind	Khorana	usou	pela	primeira	vez	oligos	sintéticos	e	polimerase	pra	sintetizar	DNA	

Em	1969,	Thomas	Brock	descreve	o	isolamento	de	uma	bactéria	de	fontes	thermais	do	parque	Yellow	Stone,	a	
Thermophillus	aquaticus	

Década	de	70,	outros	pesquisadores	foram	otimizando	as	Polimerases	(ainda	
se	usava	a	da	E	coli	

Adicionando	o	P	da	PCR	



Adicionando	o	P	da	PCR	

Década	de	70,	emprego	de	um	par	de	oligos	para	restringir	o	trecho	a	ser	amplificado	–	mas	nunca	foi	publicado	(briga	de	
patentes	até	hoje)	

Só	em	1976	a	Taq	(Thermoph.	Aquaticos)	foi	isolada	para	tal	finalidade	

Em	1980,	todos	os	componentes	necessários	para	uma	PCR	já	eram	conhecidos	

Em	1983	Kary	Mullis	estava	tentando	otimizar	o	sequenciamento	Sanger	para	um	trecho	específico	de	DNA,	e	teve	a	idéia...	



• Químico	em	1966	
• Doutor	em	1972	
• Mais	2	anos	de	pos	doc	

• Foi	dono	de	padaria	e	escritor	de	ficção	científica	

• 1983	–	teve	a	ideia	de	usar	um	par	de	primers	pra	‘amplificar’	DNA,	enquanto	passeava	com	a	namorada	–	trabalhava	na	Cetus	
Corporation	na	época	(primeira	empresa	de	biotecnologia,	nos	EUA)	

• Levou	1	ano	para	padronizar	–	seus	produtos	de	PCR	não	eram	visíveis	em	gel	de	agarose	

• No	final	de	1984,	finalmente	em	experimento	de	Southern	Blot	o	aumento	de	DNA	de	110pb	pode	finalmente	ser	visualizado!	

• Perdeu	a	namorada	
	
• 1985/6	–	Emprego	da	enzima	Taq	(Thermus	aquaticos)	–	automatizando	a	técnica	
	
curiosidades:	surfista,	divorciou	3	x,	na	manhã	que	ganharia	o	Nobel,	quase	foi	preso,	acha	que	HIV	não	causa	AIDS,		usou	muito	LSD	e	
garante	que	isso	o	ajudou	a	descobrir	a	tal	técnica	
	

Kary Mullis 

Polymerase	Chain	Reaction	(PCR)	

Nobel	de	química	em	1993	
	



Polymerase	Chain	Reaction	(PCR)	

Pros:	
•  Simples	e	rápido,	resultados	em	1	dia	
•  Não	requer	organismo	vivo/viável	
•  Sensível	– detecta	poucas	moléculas	na	amostra	
	
Cons:	
•  Sensível	–	de	fácil	contaminação	
•  A	depender	do	organismo/teste,	não	distingue	entre	espécies	
•  Depende	da	presença	do	agente	em	quantidade	suficiente		

WVDHHR/BPH/OEPS/DIDE	

Reação	em	cadeia	da	polimerase	-	Usado	para	amplificar	um	trecho	específico	de	DNA	
	



	PCR	

1-EXTRAÇÃO	

2-AMPLIFICAÇÃO	

3-DETECÇÃO	



1-EXTRAÇÃO	



1-EXTRAÇÃO	

•  LISE	

•  PRECIPITAÇÃO	

•  PURIFICAÇÃO	



LISE	
Método	PCI	(Phenol/Clorofórmio/Álcool	Isoamílico)		



LISE	

Primeiro	passo	– lisar	membrana	celular	e	nuclear	

O	Tampão	usado	para	lise	varia	de	acordo	com	o	tipo	de	célula/tecido	original	

	capsídeos?	Paredes?	

Funções	atribuídas	

Romper	as	membranas;	manter	integridade	do	ac.	nucléico;	separar	o	DNA	de	detritos	celulares;		

TRIS;	EDTA;	Triton;	SDS	
Íons	MG,	NA...	

Mecânica;	química	ou	enzimática	(calor)	



Proteinase	K		

Aumenta	a	pureza	e	qualidade	do	material	extraído	
(peptidase)	
	
K	– keratin	(proteína	de	pelos/cabelos	e	carapaças)	
	
Digere	proteínas	em	geral,	incluindo	nucleases	
Ativada	por	íons	de	Calcio		
	
Porque	a	T	ideal	é	pxma	de	50oC	–	embora	seja	ativa	em	temp	mais	baixas,	a	temp	de	50C	abre	/quebra	estrutura	
quaternaria	de	outras	proteínas	e	ajuda	na	sua	digestão	
	
Cuidado	–	é	inativada	a	55!	



PRECIPITAÇÃO	

•  DNA	está	solto	na	solução,	é	hidrofílico.		

Interação	entre	cargas	positivas	da	água	com	as	negativas	do	DNA.	Porém,	interação	é	fraca.	



PRECIPITAÇÃO	

	
•  O	álcool	+	sal	é	capaz	de	precipitá-lo!	

O	Sal	na	solução	(carga	+)	tem	interação	mais	
forte	com	o	DNA	do	que	a	água	–	e	torna	o	DNA	
hidrofóbico	

•  Álcool	sequestra	o	complexo	Sal+DNA,	o	protegendo	da	
água	

•  Quanto	mais	agita,	>	carga	+	do	sal	>	interação	=	>	
precipitação	



•  Um	iniciador	é	uma	seq	de	~18-28	bp,	que	deve	ser	específica	a	uma	determinada	região.	É	necessário	um	
iniciador	ancorando	em	uma	fita,	e	outro	na	outra	para	que	ocorra	a	amplificação	de	um	trecho.	

PASSO	1-	A	escolha	dos	primers	

Senso	–	5’-TCT	ACC	TGA	CTA	CAG	CTG	TAA	G-3’	
Anti	senso	–	5’CCG	CTC	TTA	CCG	GGT	TTG	TTA	C-3’	(rev	comp!)	



	
•  1:16	de	chance	de	encontrar	qualquer	sequência	dinucleotídica	(por	exemplo,	AG);		
•  1:256	chance	de	encontrar	uma	determinada	seqüência	de	4	bases	(ex	AATG);	

	

	
Mas	esses	iniciadores	tem	que	ser	específicos!	Únicos	no	genoma...	Certo?		

•  Por	exemplo,	existe	¼	de	chance	de	encontrar	um	A,	G,	C	ou	T	em	uma	posição	do	DNA;		

•  Assim,	uma	sequência	de	16	bases	estará	estatisticamente	presente	apenas	uma	vez	em	cada	4.2	bilhões:	isto	é	
mais	do	que	o	tamanho	do	genoma	humano	(3.2b)	e	1000x	maior	que	o	tamanho	do	genoma	de	E.	coli.	

	





• O	que	é	necessário:	

• 	DNA	genômico	extraído	
• 1	par	de	primers	(senso	e	antisenso)	
• DNA	polimerase	
• Solução	com	algum	sal	(MgCl)	
• Tampão	
• dNTP	(dA,	dT,	dC,	dG)	
• Água	
• DMSO,	glycerol,	ou	outros	enhancers	
	

	PCR	



A	PCR	–	como	ocorre	



+-	30	vezes	

A	PCR	–	a	ciclagem	



Amplificação	exponencial	– (até	o	esgotamento	dos	reagentes	ou	limite	de	
ciclos)	



	PCR	–	revelação	do	resultado	



Tips	para	seu	PCR	convencional	ficar	batuta	

1.	Qualidade	do	DNA	extraído	

2.	Concentração	e	qualidade	dos	reagentes	
	
3.	Uso	da	DNA	polymerase	correta	
	
4.	Concentração	de	DNA	

5.	Desenho	dos	primers	
	
6.	Temperatura	dos	primers	

7.	Numero	de	ciclos	
	
8.	Concentração	do	MgCl	



Tips	para	seu	PCR	convencional	ficar	batuta	

7.	Numero	de	ciclos	
	
8.	Concentração	do	MgCl	

•  Aumenta	a	atividade	da	Taq	DNA	polimerase.	
•  Facilita	a	ligação	do	primer	a	fita	complementar	de	modo	eficaz		
•  Aumentar	a	temperatura	de	melting	
•  Aumenta	a	eficiência	de	amplificação	da	reação.	



•  Compete	com	o	Mg	no	sitio	ativo	da	
DNA	polimerase	

•  Ou	degradam	a	DNA	polimerase	

•  Competem	com	DNA	template	

•  Degradam	o	template	

Cuidado	com	.....	





100ul	de	um	produto	de	PCR	diluído	em	uma	piscina	tamanho	olímpica	deve	conter	em	média	400	
moléculas	de	DNA	(amplicon)	em	cada	100ul	de	água	da	piscina	



Como	evitar	contaminação	por	amplicon?		

Respeitar	Fluxo	de	laboratório	
	
	
Usar	reagentes/métodos	que	degradam	DNA	

•  Hipoclorito	10%	-	
seguido	de	EtOH	70%	

•  UV	

•  Limpadores	(kits	
comerciais)	



Nested	PCR	

•  Ocorre	em	duas	etapas	

•  Uso	de	dois	pares	de	primers	para	amplificar	
uma	região	

•  Usado	para	aumentar	a	sensibilidade	e	
especificidade	–	diminui	a	chance	de	
amplificação	inespecífica	

•  Semi-nested	–	um	dos	primers	mantem-se	o	
mesmo	

Pros:	aumento	de	especificidade	
	Resultados	positivos	mesmo	com	pouco	input	

	
Cons:	Trabalhoso,		

		Dado	o	numero	maior	de	passos,	aumenta	
chance	de	contaminação		



PCR	com	transcrição	reversa	–	RT-PCR	

Utilizado	para	amplificar	amostras	de	RNA	
	
Útil	para	mensurar	expressão	gênica	de	qualquer	organismo	
Ou	para	detecção	de	vírus	cujo	genoma	é	de	RNA	
	
Pode	ser	feito	em	uma	etapa	apenas,	ou	em	duas	etapas	(one	Step	/	Two	steps)	

One	step:	enzima	Tth	– Thermos	thermophilus	que	possui	atividade	de	RT	e	de	DNA	pol	



PCR	com	transcrição	reversa	–	RT-PCR	

AAAAAAAA	

AAAAAAAA	

5'	

5'	

3'	

3'	

TTTTTTTTTTTT	

N6						N6													N6	
Usa-se	para	sintetizar	o	cDNA:	
primers	hexâmeros,	
específicos,	ou	poli-T	

AAAAAAAA	
5'	 3'	

ACTCGATCGATC	

*Hexâmeros	(diferentes	hexâmeros	aleatórios)		

Sintetizar	a	fita	complementar	(cDNA)	é	a	primeira	etapa	-	sempre	



Multiplex	PCR	

Amplificação	de	vários	alvos	em	uma	única	reação	

Primers	para	os	diferentes	alvos	são	adicionados	
	
Temperatura	de	anelamento	controlada	
	
A	idéia	é	que	cada	amplicon	tenha	um	tamanho	distinto	–	permite	sua	
identificação	na	revelação	



Plataforma	de	um	único	equipamento	– extraçnao	amplificação	e	detecção		



	PCR		em	tempo	real	

Princípio	=	ao	convencional	
	
Porém,	muito	mais	vantagens!		
	
Pode	ser	quantitativo	(qPCR)	e		
semiquantitativo	
	
Monitora	a	amplificação	durante	as	ciclagens	
	
Diferente	do	Convencional	–	não	é	end	point	
	
	
Os	dois	principais	métodos	do	PCR	em	tempo	real	são	
	
•  SYBr-	Marcador	fluorescente	(intercalante	do	DNA	dupla	fita)	

•  TaqMan-	Sonda	específica	(também	marcada)	
	



	PCR		em	tempo	real	

Vantagens	sobre	Convencional		

ü  Menor	influência	de	amplificações	inespecíficas	

ü  Amplificação	monitorada	em	tempo	real	

ü  Sem	necessidade	de	pós-visualização	(gel)	

ü  Ciclagem	rápida	>=	30	min	

ü  Requer	menor	qtd	de	DNA	

ü  Possibilidade	de	quantificação	direta	
ü  Preço	quase	equivalente	ao	PCR	convencional	



Comparando	Convencional	vs	Tempo	Real	



Algumas	terminologias	

	PCR		em	tempo	real	

Platô:	não	há	mais	aumento	exponencial	de	amostra	
amplificada	

Fase	Exponencial:	aumento	
exponencial	de	amostra	
amplificada	

Threshold:		a	partir	de	onde	de	fato	a	
leitura	é	feita,	ajustado	após	o	backg	e	
bem	antes	do	platô	

Background:	
fluorescencia	inespecífica	



PCR	em	tempo	real	–	método	SYBR	

Curva	de	melting	

Curva	de	temperatura	é	específica	para	cada	produto	amplificado,	e	permite	
diferenciar	entre	verdadeiros	e	falsos	positivos	

Interpretando	a	curva	de	
melting:	



PCR	em	tempo	real	–	método	sonda	(taqman)	

Utiliza	sonda	–	complementar	ao	gene	alvo	
	
Ela	pareia	com	a	fita	alvo	(fita	simples)		
a	jusante	do	primer	senso	ou	anti-senso	
	
A	medida	que	a	fita	complementar	é	estendida,	a	sonda	se	solta,	
liberando	o	reporter	e	o	separando	do	quencher	-->	aumentando	
o	sinal	
	
A	fita	continua	a	ser	estendida,	e	o	processo	se	repete	a	cada	
ciclo	

Pros:	Mais	específico	que	o	método	syber	
		não	usa	curva	de	melting	para	checagem	

	
Cons	:	mais	caro	
	 			problemas	na	sonda	influenciam	diretamente	no	dado	



“Fully	Automated”	systems	



POCT	–	Point-of-care	



MÉTODOS	
1.   Hibridação	
2.   	Hibridação	
3.   Amplificação	
3.	Sequenciamento	



Sequenciamento	

Identificação	da	ordem	exata	das	bases	(A,T,C,G)	do	DNA,	ou	RNA,	ou	dos	aminoácidos	de	uma	proteína	

Método	de	terminação	de	cadeia	(Sanger)	
	
Métodos	paralelizados	massivos	em	larga	escala	(next	generation)	

O	Sanger	ainda	é	muito	usado,	mas	esta	perdendo	espaço	para	os	métodos	em	larga	escala	



Causas	de	erros	de	testes	moleculares	

Falso	positivo/	falso	negativo	 Apesar	dos	avanços	em	novas	técnicas,	erros	ainda	ocorrem.	
Mas	nem	sempre	é	culpa	da	técnica!	

	
Baixa	sensibilidade	analítica	
	
Não	testar	para	o	organismo	causador	
(a	maioria	dos	testes	mol.	detecta	
apenas	um	único	patógeno)	
	
Detecção	de	agente	não	causativo	
(sensibilidade	excessiva)	
	
	

Inibição	da	amplificação	
(inibidores	na	amostra)	
	
Erro	de	amostragem	(baixa	
concentração	de	ácido	nucleico)	
	
Coleta	após	o	pico	virêmico	
	
CSF	+	:	contaminação	com	sangue	
	
	

	
Contaminantes	atrapalham	a	
detecção	do	agente	real	
	
Primers/sondas	mal	desenhados	
	
Utilizar	seqs	pouco	conservadas	para	
detecção	
	
Mutação	na	sequencia	alvo	(virus	
RNA)	
	
	



XMRV	



Avaliação	de	kits	Anti	IgM	IgG	Dengue	em	61	amostras	ZIKV	+	agudas	e	após	14	dias	

Em	regiões	endêmicas	para	
arbovírus,	muito	cuidado	na	
escolha	dos	testes!	



Huhtamo	et	al.,	2010	-	JCV		Região	3’!!!	

PCR	real	time	anti	DENV1-4	


