PCR multiplex: practica y aplicaciones clinicas

>>> En el siguiente articulo se aborda la utilidad se la PCR multiplex como una

herramienta clinica parala ampliacion de miltiples secuencias de ADN.
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RESUMEN

Introduccién: La PCR multiplex utiliza los mismos
mecanismos que la PCR convencional, solo que en
la PCR multiplex se amplifican dos o mas locus, de
forma que se puede ahorrar tiempo a la hora de la
amplificacion de diferentes secuencias de DNA. La
PCR multiplex tiene multiples funciones entre
ellas, una muy util para la deteccion de multiples
agentes infecciosos virales, bacterianos y fungi-
cos. Esmuy importante su uso parala deteccion de
mutaciones o polimorfismos en distintas presenta-
cionescomo ARMS-PCR, GAP PCR, entre otras. Su
aplicacion de manera rutinaria se ve restringida
por la necesidad de numerosos protocolos de
estandarizaciéon y optimaciéon para determina-
ciones particulares. El objetivo de esta revision es
definir una serie de normas a seguir cuando el



laboratorio clinico necesita estandarizar una PCR
multiplex.

Metodologia: La revision de la literatura se realizd
através de busquedas en la Base de Datos Cochra-
ne y PubMed-MEDLINE, LitCovid, google acadé-
mico y las bases de distintas empresas que comer-
cializan tests diagnoésticos de este tipo.

Resultados: se analizaron distintos protocolos de
PCR multiplex usados en investigacion experi-
mental, en clinicay enkits comerciales.

Conclusién: Se diseid un protocolo basico para
optimizar las reacciones y sumado a ello se deta-
[lan distintas herramientas que se pueden usar.

Palabras claves: reaccion PCR, multiplex, Alelo
especifica, estandarizacidn, disefio primers: soft-
ware
>>> INTRODUCCION

La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica para amplificar secuencias
especificas de moléculas de acido desoxirribonu-
cleico (ADN) y para la posterior deteccién de los
amplicones. La PCR revoluciond la genética, el
diagndstico molecularylacienciaforense,loquela
convirtié en unatécnica estandar en biologiamole-
cular. Lareaccion de PCR es sencilla de configurar,
econdémica y poco exigente, y el inico requisito es
tener conocimiento de las secuencias de nucle-

Otidos en la secuencia target. Ademas de su sim-
plicidad, la PCR es robusta, rapida, flexible, eco-
ndmicay sensible.

Desde su desarrollo inicial a principios de
la década de 1980 “*? |a reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) basica se ha adaptado a multi-
ples variantes; una de estas variantes es la PCR
multiplex.

En la PCR multiplex se amplifican n se-
cuencias target, en donde n>1. Cuando mayor es el
numero de amplicones menor es el rendimiento de
los productos amplificados. Se pueden usar hasta
8 pares de cebadores simultaneamente antes de
que el rendimiento de los productos amplificados.
La formacidn de productos espurios (dimeros de
cebadores) pueden evitarse mediante el disefio de
cebadores y ajustando la relacién cebador/ADN
gendmico. Estatécnica se desarrolld inicialmente
para el diagndstico de la distrofia muscular de
Duchenne y actualmente se usa para detectar
patdgenos bacterianos y virales, mutaciones y
polimorfismos clinicamente significativos. Ade-
mas, se la utiliza como control de calidad para
comparar la temperatura y determinar el rendi-
miento de las reacciones en distintos termo-
cicladores “**”.

El objetivo de esta revisidon es analizar
todos los pardmetros que afectan lareacciénenla
PCR multiplex. Asi mismo proponemos un algo-
ritmo que podria ser util cuando el laboratorio
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clinico se propone estandarizar una PCR multiplex
de utilidad enellaboratorio clinico.

A-OPTIMIZACION DE LOS COMPONENTES DE
UNAREACCION MULTIPLEX

1-Polimerasa termoestable

Las enzimas ADN polimerasa tienen impor-
tantes actividades que le permiten cumplir dis-
tintas funciones. Las mas importantes son (Tabla

1):

-Actividad polimerasa 5'3': la adicion de un nuevo
nucledtido en el extremo 3' de una hebra, deter-
minara principalmente la velocidad de una enzi-
ma.

-Actividad de exonucleasa 5'3": la polimerasa es
capaz de escindir nucledtidos en la direccién de la
polimerizacién (extremo 5'), lo que le permite
realizar lareparaciéon del ADN. Esta actividad tam-
bién se usa para eliminar las sondas unidas cuando
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sesintetizala cadena complementaria.

-Actividad de exonucleasa 3'5": la polimerasa es
capaz de escindir nucledtidos que se acaban de
introducir y corregir errores en el extremo 3' de
una molécula, lo que determinaria la precision (o
actividad correctora) de una enzima.

-Desplazamiento de cadena: la polimerasa es
capaz de desplazar el ADN corriente abajo que se
encuentra durante la sintesis. Si la polimerasa
también tiene actividad de exonucleasa 5'->3’, el
ADN desplazado se destruye; si no se mantiene
intacto.

-Tolerancia dU: la polimerasa puede usar plantillas
que contienen uracilo o puede usar dUTP durante
la polimerizacién. La adicién de uracilo es una
técnica comun para prevenir la contaminacidn
cruzada.

-Extremos resultantes: la polimerasa puede gene-
rar extremos romos o salientes de adenina. Esto es

TABLA N21: Caracteristicas de las distintas ADN polimerasas

DNA Origen Actividad Actividad TT
Polimerasa exonucleasa Productofinal
Taq pol Thermus 5'—3’ (+) 88%
estandar aquaticus IA
Taqpol HOT-  Thermus 5'—3 (+) 88%
STAR aquaticus 3'A
+(modificacion
guimica o Ac)
Tli Pol Thermococcus  3'—5° (-) 70%
litoralis correctora Romos
Pfu Pol Pyrococcus 3'—>5’ (-) 60%
furiosus correctora Romos
HOTSTAR+  Platinum ST +)
HIFI Il Tag Hot- IA
Start

E: eficiencia; ND: no determinado; TT: transferasa terminal;

Frecuencia Procesividad Velocidadde Uso
errores extension
(Fidelidad)

1error/2x10* 2Kb/min 75 nt/seg EINg se

pb pueden usar

incorporadas para
amplificar
fragmentos
para
clonaciény
expresion, o
para estudios
de
mutagénesis.

lerror/2x10* 2Kb/min 75 nt/seg Usar para

pb cantidad

incorporadas escasa de
ADNoenla
PCR
multiplex.
Idem @

lerror/4x10° 1Kb/min 67 nt/seg

pb

incorporadas

lerror/7x107 0.5Kb/min ND

pb

incorporadas

15 seg/Kb
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relevante para aplicaciones posteriores como la
clonacion.

En las PCR las ADN polimerasas deben
tolerar ciclos de alta temperatura sin compro-
meter su actividad. Las 4 propiedades mads impor-
tantes para elegir una ADN polimerasas son: espe-
cificidad, termoestabilidad, fidelidad, procesi-
vidad, velocidad o tasa de extensién y eficiencia .
La especificidad de la enzima garantiza que los
productos de PCR deseados se obtengan con altos
rendimientos y asi minimizan los productos no
deseados (de fondo). La termoestabilidad es el
tiempo que la ADN polimerasa puede tolerar las
altas temperaturas requeridas para condiciones
especificas de ciclo de PCR y seguir funcionando
de la mejor maneray la fidelidad esta asociada ala
presencia de la actividad correctora. La procesivi-
dad indica cuantos nucledtidos puede incorporar
la ADN polimerasa durante la sintesis de la nueva
hebra, antes de disociarse lo cual esta ligado a la
velocidad de sintesis de ADN o tasa de extension
delanueva hebra. La eficiencia es la capacidad de
la polimerasa de trabajar con muestras dificiles o
conelevado porcentaje de GC. Asi, por ejemplo, las
polimerasas con elevada procesividad pueden
amplificar secuencias con alto contenido de GC
(sin potenciadores), muestras comunes con inhibi-
dores de PCR (heparina) y secuencias de distintos
tamafos y las de alta fidelidad proporcionan
precision en la replicacién de secuencias y son
adecuadas para secuenciar y clonar, Tabla 1. La
combinacién de sus propiedades con sus activi-
dades ha producido distintos grupos de ADN poli-
merasas, que por su importancia en la aplicacion
clinica se resumen en: termoestables estandar,
Hot-Star, de alta fidelidad (Hi-Fi) y polimerasa para
amplificacion de amplicones grandes.

La ADN polimerasa HotStarTaq se propor-
ciona en un estado inactivo, sin actividad poli-
merasa a temperatura ambiente. Esto evita la
formacién de productosinespecificos y dimeros de
cebadores durante la configuracion de la reaccidon
y el primer paso de desnaturalizacion, lo que
conduce a una especificidad de PCR excepcional-
mente alta.

La ADN polimerasa HotStarTaq se activa

facilmente mediante un paso de incubacidén de 15
minutos a 95 °C, que es facil de incorporar a los
programas de ciclado existentes. El inicio en
caliente permite quelasreacciones se configurena
temperatura ambiente, lo que hace que la confi-
guracidonseardpiday conveniente.

2-Primers

Concentracion. La concentracion de pri-
mers en una mezcla de reaccidon que debe ser
ajustada para cada par de primers, ya que pueden
tener eficiencias de amplificacién variables ©.
Debido a esto, en muchas ocasiones, un producto
de amplificacidon puede observarse bien definido
mientras que otros apenas pueden visualizarse e
incluso en algunos casos no se observa el ampli-
cdn. Ademas, algunos primers poseen un porcen-
taje de amplificacién muy alto (eficiencia) y como
resultadolas plantillas pueden saturarse enfase de
meseta, consumiendo componentes de reacciony
distorsionando los tiempos de alineamiento vy

extensién .

En una reaccion de PCR multiplex se po-
nen inicialmente concentraciones equimolares de
cada par de primers (0,1a 0,5 mM). Si se obtienen
productos de amplificacién variable (amplicones
apenas visibles y otros marcados) se recomienda
que la concentracion de cebador debe serde 0,3 a
0,5 mM para un ADN con bajo nimero de copias o
alta complejidad de ADN y para un target con alto
numero de copias o ADN de baja complejidad, la
concentracidon de cebadores debe ser de 0,04 a 0,4
mM @,

Para cada reaccidon de PCR multiplex se
deben buscar los mejores ajustes en las concentra-
ciones de primers, que permitan obtener pro-
ductos de amplificacidon nitidos, sin perder la espe-
cificidad y sin causar alguna interferencia en el
restodelareaccién ™.

Calidad. La calidad de los primers es un
factor crucial para el éxito de la PCR multiplex. Los
problemas encontrados en la PCR multiplex se
deben confrecuenciaaluso de concentracionesde
cebador incorrectas o cebadores de baja calidad.
Se recomienda utilizar cebadores desalinizados o



purificados, por ejemplo, mediante HPLC, y disuel-
tos enbuffer TE (10 mM Tris-Cl,1mM EDTA, pH 8,0)
para obtener una solucién madre de 50 0 100 pM
(Tabla?2).

Tabla2

Tabla 2 : Preparacion de Mix de Primers 10X*

50uM (50pM/pl)  100pM (100pM/ul)
Volumen de cada Primer 20l 10l
Buffer TE csp 500ul 500 pl

Preparacion stock de primers

*: Contienen una concentracion de cada primer de 2uuM. Alicuotar y congelar

-La cantidad y/o concentracién dada después de la
disolucidn de los cebadores suministrados comer-
cialmente es a menudo una aproximacion. Se
recomienda cuantificarlos. La conversion espec-
trofotométrica para primers: 1 unidad A,,,(1 OD) =

coeficiente de extincion molar (€260)yA,,,(OD)

A260 (DO) = €260 x concentracion molar del
cebador.

Si el valor de €260 no se proporciona enla
hoja de datos de solicitud de los primers, se puede
calcular a partir de la secuencia del cebador utili-
zando lasiguiente férmula:

€260 = 0.89 x [(nA x 15,480) + (nC x 7340) + (nG X
11,760) + (nT x 8850)] donde n = nimero de bases
respectivas.

3-Diseno de cebadores para PCR multiplex: Un
requisito previo para el éxito dela PCR multiplex es
el disefio de pares de cebadores 6ptimos.

20-30 pg/ml
-Los cebadores para la PCR multiplex deben tener

La concentracidn se puede obtener del unalongitud de 21a30 nucledtidos.
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-Los cebadores parala PCR multiplex deben tener
uncontenidode GCdel4o0al607%.

La probabilidad de que un cebador tenga
mas de un sitio de unidn especifico dentro de un
genoma es significativamente menor para los
cebadores maslargos. Ademas, los cebadores mas
largos permiten la hibridacidon a temperaturas
ligeramente mas altas donde la actividad de la
ADN polimerasa Tages mayor.

-La temperatura de fusién o de melting (Tm) de los
cebadores utilizados para la PCR multiplex debe
ser de al menos 60°C. Para obtener resultados
Optimos se recomienda utilizar pares de cebadores
con una Tm de 268 °C. Por encima de 68 °C, las
diferencias en los valores de Tm de diferentes
pares de cebadores no suelen afectar al rendi-
miento. La Tm se puede calcular utilizando Ia
siguiente férmula: Tm = 2°C x (nimero de [A+T]) +
4°Cx (nimero de[G+C]).

-Siempre que sea posible, se debe disefiar pares de
cebadores con valores de Tm similares. La funcio-
nalidad y la especificidad de todos los pares de
cebadores deben comprobarse en reacciones in-
dividuales antes de combinarlos en un ensayo de
PCR multiplex.

4-Temperatura de annealing (Ta) es critica. Si la
temperatura de hibridacion es demasiado alta, los
cebadores de oligonucledtidos hibridan mal, si es
que lo hacen, con la plantilla y el rendimiento de
ADN amplificado es muy bajo. Sila temperatura de
hibridacidon es demasiado baja, puede ocurrir la
hibridacion no especifica de los cebadores, lo que
resulta en la amplificaciéon de segmentos de ADN
no deseados. La hibridacién generalmente se
realiza entre 3 °C y 5 °C por debajo de la tempe-
raturade fusién calculadaalaquelos cebadores de
oligonucledtidos se disocian de su ADN molde.
Existen muchas férmulas para determinar la tem-
peratura de fusidén tedrica. Por ello, es recomen-
dable usar el gradiente de temperatura del termo-
ciclador para determinar la temperatura de hibri-
dacion éptima.

Posteriormente, para determinar las con-
diciones 6ptimas de T° de annealing, se preparan 3
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reacciones idénticas y se colocan en las posiciones
del bloque que corresponden a las temperaturas
des57,60y63°C,Tabla3s.

Tabla3

Tabla N2 3: Utilizacién del gradiente de temperatura para obtenerla T2 de annealing

optima para PCR multiplex

te del termociclador

Tm mds baja de todos les primers usados en la R
multiplex

gode T2 para el gradi

=602C
60-662C
68eC

48-602C
57-602C
60-632C

5-Tm. La temperatura de fusién (Tm, temperature
melting) es la temperatura a la que el 50% del
cebador y su secuencia complementaria forman
unduplex, y se puede calcular de varias maneras. El
método mas simple para estimar la Tm del cebador
es por el nimero de nucleétidos presentes en el
oligo de ADN, usando laférmula: T ;=4 (G +C) +2
(A + T). Depende directamente de la longitud y
composicion de la molécula de ADN. Una hebra
mas larga y un mayor contenido de guanina-cito-
sina (GC) son favorables para una temperatura de
fusion mas alta.

La temperatura de fusidn es un factor
extremadamente importante en PCR, porque con
un valor alejado de la temperaturaideal se pueden
generar resultados indeseables, como la baja tasa
de replicacion. Es importante que las Tm de los
primers seanlo mas parecidas entre si.

6-Programas para disefio en PCR multiplex

MultiPLX: Existen en la web numerosos
programas para el disefio de primers para PCR
multiplex. Estos programas ayudan a evaluar
diferentes caracteristicas de los pares de primers
(composicién de bases, longitud, estructuras
complementarias, alineacion y elegir el par mas
apropiado para utilizar en la reaccién. Algunos de
estos programas son gratuitos, mientras que otros
son pagos. Con el programa de disefio de primers
se verificar los valores de energia libre de Gibbs
(AG) para “ los duplex entre los cebadores y sus
sitios de unién en los targets y @ las estructuras
secundarias prevista para cada oligonucleétido.

Para el uso de PCR multiplex se aconseja el uso de
MultiPLX.




MultiPLX, es un nuevo programa para la
agrupacion automatica de cebadores de PCR.
Puede utilizar muchos pardmetros diferentes para
estimar la compatibilidad de los cebadores, como
las interacciones de cebadores entre si y las
interacciones entre cebadoresy productos, la dife-
rencia en las temperaturas de fusidn, la diferencia
en la longitud del producto y el riesgo de generar
productos alternativos a partir de la plantilla.
Ademas, tiene la capacidad de realizar una agru-
pacién automdtica de un gran nimero (miles) de
pares de cebadores "™,

a-Secuencia. Al diseflar cebadores para PCR
multiplex, se deben tener en cuenta los siguientes
puntos:

-Evitar la complementariedad de 2 0 3 bases en los
extremos 3' delos pares de cebadores para reducir
formacién de primer-dimero.

-Evitar los mal-alineamientos del extremo 3' del
cebadorylasecuenciadelaplantillatarget.

-Evitar tramos de tres 0 mds G y/o C en el extremo
3"

-Evitar secuencias complementarias dentro de los
cebadoresyentre pares de cebadores.

b- Composicidn de bases: El porcentaje de GC que
deben tener los primers debe asegurar la unidén
estable entre el primer y el ADN templado. El
contenido en G + Cdebe ser aproximadamente del
50%. La relacion mdxima de purinas/pirimidinas
serd 60/40. Se recomienda que en los extremos las
Gltimas bases sean G o C ™. Lo ideal es que el
extremo 5' se estabilice con 1 0 2 bases G/Cy el
extremo 3' conno mds de unabase G/C; yaque esta
composicion asegura la unién correcta del primer
al molde en el extremo 3', lo que aumenta la
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eficiencia delareaccidn. Sinembargo, cuando enel
extremo 3' hay 3 o0 mds G/C se puede unir esta-
blemente a casi cualquier secuencia con tres G/C.
Ademas, se deben evitar los tramos de polipurinas
o polipirimidinas ya que producen uniones débiles
o fuertes, que pueden separar el complejo primer-
templado en esa zona o producir una hibridacién
no especifica, respectivamente.

c- Longitud: es una caracteristica fundamental
para la unién al templado con especificidad. La
longitud ideal es de 18 a 24 nt “. Longitudes muy
largas aumentan la temperatura de melting de los
primers y por lo tanto influyen en la temperatura
de annealing. Cuando esta ultima es muy baja hay
inespecificidad, y si es muy alta hay bajo rendi-
miento o no amplificacion. Por lo anteriormente
expuesto, la longitud del primer es un parametro
importante que debe analizarse con detenimiento
paralograr unbuenapareamiento con el templado
y obtener una éptima especificidad.

d- Estructuras complementarias: hairpin, self-di-
mer, dimer (Secuencias complementarias dentro
delmismo primery entre primer)

Secuencias complementarias entre pri-
mers. Cuando existe una complementariedad
intra-primer con mas de 3 pb, el primer se pliega
sobre si mismo en una estructura doble cadena
interfiriendo con el annealing al ADN templado.
Otra de las estructuras que se pueden formar son
los dimeros, por complementariedad inter-primer;
esto disminuye la formaciéon de producto por
competencia.

Para analizar las posibles interacciones
primer-primer, se pueden utilizar programas infor-
maticos tal como “Oligo Analyzer”, en el cual se
puede observar cuantas estructuras de este tipo se
forman, cual es la temperatura a la cual se forman,
etc.

7-dNTPs

La concentracion de dNTP debe variar
segun el tamafo de la secuencia target a ampli-
ficar. En una PCR multiplex las concentraciones de
dNTP pueden incrementarse en forma gradual de

50 a 1200 mM cada uno. Los mejores resultados
fueron a 200y 400 mM de cada dNTP, valores por
encima de los cuales la amplificacion se inhibe
rapidamente. Se permite una concentracion mas
baja de dNTP (50 mM) pero se obtiene menor
cantidad de productos. En contraste, un aumento
de las concentraciones de dNTP puede inhibir

rapidamente la PCR, ya que estos unen magnesio
(12,13)

A pesar de lo anteriormente mencionado,
recientemente se hapropuestoelusode dNTPsde
inicio en caliente, que contienen un grupo pro-
tector 3-tetrahidrofuranilo (THF) termolabil que
se libera a altas temperaturas de PCR. Su uso
bloquea la extension del cebador a las tempe-
raturas iniciales de trabajo mas bajas, lo que re-
duce la acumulacién de artefactos fuera del obje-
tivo durante la PCR. A temperaturas de inicio en
caliente (~95 °C), se libera el grupo protector 3™
THF, lo que produce un sustrato de dNTP estandar
adecuado para la incorporacién de la polimerasa
de ADN. La aplicaciéon de estos dNTP mejora la
eficiencia, la sensibilidad y la especificidad en Ia

PCR multiplex .

Varios fabricantes (Roche, QIAGEN, GE
Healthcare Life Sciences) venden dNTP que han
sido purificados mediante HPLC de alta resolucion
(HR-HPLCQ) y estdn hechos especificamente para
su uso como sustratos en PCR. Estos dNTP estan
libres de tetrafosfatos y pirofosfatos que pueden
inhibir las PCR. Las soluciones madre de dNTP son
sensibles a la congelacion y descongelacion.
Después de algunos ciclos de congelacién y des-
congelacion, la eficiencia de las PCR comienza a
disminuir. Para evitar problemas, las existencias de
dNTP (100-200 mM), ya sean caseros o com-
prados, deben almacenarse a -20 °C en alicuotas
pequenas (2-5 pL) en recipientes de 10 m MTris
(pH 8,0) que debe desecharse tras el segundo ciclo
de congelacidon-descongelacion. El almacena-
miento en H,0 no tamponada puede promover la
hidrdlisis acida de los dNTPs. Durante el alma-
cenamiento a largo plazo a -20°C, pequefias canti-
dades de agua se evaporany luego se congelan en
las paredes del vial. Para minimizar los cambios en
la concentracidn, los viales que contienen solu-
ciones de dNTP deben centrifugarse durante unos
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segundos en una microcentrifuga después de des-
congelarlos.

8-Cationes divalente: Concentraciéon de MgCl,

Algunas empresas (p. ej., Life Technolo-
gies, Sigma-Aldrich, Roche y Alliance Bio) venden
kits de optimizacion de tampones para PCR que
contienen varias formulaciones de tampones que
permiten a los investigadores determinar las con-
diciones de reaccién dptimas para combinaciones
particulares de cebador-plantilla. Una vez que se
han identificado estas condiciones, el mejor
tampdn se puede comprar en volumen o ensa-
mblar en el laboratorio. Alternativamente, la opti-
mizacion se puede lograr comparando el ren-
dimiento obtenido de una serie de 10 PCR que
contienen concentraciones de Mg * que oscilan
entre 0,5y5,0 mM, enincrementos de 0,5mM.

Balance dNTP/MgCl,: los dNTP se unen a
Mg”, la concentraciéon de ambos estd estrecha-
mente relacionada. Un aumento en la concentra-
cion de los ANTP puede inhibir rapidamente la
PCR, ya que no queda magnesio libre para que la
enzima funcione. Por otra parte, la concentracién
excesivade magnesio estabilizala doble cadenade
ADN vy evita la desnaturalizacién completa del
mismo, lo que reduce el rendimiento. Ademas,
puede estabilizar la unién de los primers en sitios
incorrectos, con lo cual disminuye la especificidad.
Se ha visto que combinando varias cantidades de
dNTP y MgCl,, se encontré que 200 mM de cada
dNTP funcionan bien en 1,5-2 mM de MgCI.. El
umbral para la reaccién fue aproximadamente de
0,5a1mM de MgCl, sobrela concentracién total de
dNTP, con amplificacién por PCR reducida por

debajo de esta concentracién de Mgcl,®.

9-Concentracion de Buffer

Los buffers para ser usados en PCR Multi-
plex facilitan la amplificacion de multiples pro-
ductos de PCR y presentan una equilibrada con-
centracion de sales y aditivos para garantizar
eficiencias comparables para la hibridacién y

extensién de todos los cebadores enlareaccién .

10-Templado (ADN genémico)
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El genoma haploide humano tiene 3,3x-
10°nt= 4,7x10'pM/g= 2,8x10° moléculas/g. Tanto la
calidad como la cantidad de la plantilla inicial de
acido nucleico afectan la PCR, en particular, Ia
sensibilidad y la eficiencia de las amplificaciones. La
eficiencia de hibridacién de los cebadores con la
plantilla es un factorimportante enla PCR. Debido
a la naturaleza termodindmica de la reaccién, la
relacion cebador: plantilla influye fuertemente en
la especificidad y eficiencia de la PCR y debe
optimizarse empiricamente. Si se usa muy poca
ADN gendmico, es posible que los cebadores no
puedan encontrar sus secuencias complemen-
tarias. Por el contrario, si es demasiada cantidad
puede conducir a un aumento de los eventos de
cebadorincorrecto.

11-Uso de Aditivos

Son muy usados en las PCR multiplex y
afectan distintos parametros “*. Se clasifican en:

Aditivos que afectan laTmy la estabilidad
-Sulfato de amonio

Se ha demostrado que el sulfato de amo-
nio (NH,),SO, aumenta la eficiencia y la especi-
ficidad de la PCR en concentraciones de entre 15 y
30 mM, cuando se usa en lugar de KCl, o cuando se
usa a una concentracion de 10 mM junto con una
concentracion reducida de KCl de 1omM. Parece
funcionar al desestabilizar los enlaces de hidré-
geno entre los nucledtidos, reduciendo efectiva-
mente la Tm de unamanera que puedafavorecerla
hibridacién especifica sobrelainespecifica.

-CTMA o cloruro de tetrametilamonio a una con-
centraciéon de 60 mM, aumenta tanto el rendi-
miento como la especificidad al aumentar la esta-
bilidad de la unidn AT, aparentemente al acercarla
energiadeunidnaladelosenlaces GC.

Aditivos pararesolver las estructuras secundarias

-Formamida: la formamida en una concentracién
de 1-5 % aumenta la especificidad cuando se
amplifica en regiones ricas en GC lo cual interfiere
conlaformaciénde enlaces de hidrégeno entre las




doshebrasde ADN.

-Betaina: fue descubierta en la remolacha y es un
andlogo de aminoacido con cargas positivas y
negativas cercanas al pH neutro. Reduce la forma-
cién de estructuras secundarias al disminuir la Tm
de las regiones ricas en GC. Se utiliza a una
concentraciondeo,5Ma1,0 M.

-Dimetilsulféxido (DMSO) en una concentracion
de 1-10 % actiiainterrumpiendo el re-annealing inter
eintrahebra enregionesricas en GC. El cual se une
alos surcosmayorymenor del ADN y desestabiliza
la doble hélice; también proporciona estabilidad
térmica contraladepurinacion.

-EcoSSB: es una proteina de unién monocatenaria
derivada de E. coli. Esta proteina debe ser agre-
gada en cantidades de 0,7 a 1,5 ug por reaccion, se
cree que aumenta la procesividad de Taq polime-

rasay/olafusién de estructura secundaria, aumen-
tando la eficiencia al amplificar secuencias dificiles.

-Proteina del gen 32 del fago T4 es una proteina de
unidon monocatenaria, pero esta se deriva del
bacteriéfago T4. Esta proteina puede aumentar la
eficiencia en reacciones dificiles de RT-PCR cuan-
doseagregaaunaconcentracionde 150 ng/uL.

-7-deaza-2"-desoxiguanosina (deaza-dGTP): es un
recurso que se usa cuando se amplifica ADN de
baja calidad. Se reemplaza dGTP con 7-deaza-2"-
desoxiguanosina enlamisma concentracion. Asise
puede aumentar el rendimiento cuando se ampli-
ficaenregionesricasen GC.

Estabilizadores Taq polimerasa

-BSA:elusode BSA en concentracionesde10a100
ug/ml une péptidos y sacdridos que puedan inhibir
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la polimerasa y puede reducir su adsorcion en el
tubo dereaccion.

-Detergentes: Tween-20, Triton X-100 o NP-40
pueden serseguros en concentraciones de hastael
0,5%.

-Glicerol: El glicerol adicional a una concentracion
entre el 5y el 20 % puede aumentar los rendi-
mientos y permitir la amplificacion de amplicones
mas largos, posiblemente aumentando la estabili-
dad térmica delapolimerasayreduciendolaTmde
los primers.

Agente(s) de aglomeramiento

-El Polietilenglicol (PEG) ocupa un volumen en la
mezcla dereaccién, aumentando la concentracion
efectiva de todos los demas reactivos. El aumento
efectivo de oligos en particular aumentara, a su
vez su Tm y promovera la interaccion. Se utiliza
PEG-6000aunaconcentraciondelsal15%.

B-PROTOCOLOS PARAPCR MULTIPLEX

Inicialmente tenemos dos opciones: PCR
multiplex estandar y multiplex con secuencias
ricosen GC (265 % de contenido de GC).

Protocolo 1: PCR multiplex estdandar

Este protocolo estad optimizado para to-
das las aplicaciones de PCR multiplex estandar,
tabla4.
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-Al utiliza un sistema de PCR multiplex ya esta-
blecido, se debe utilizar la temperatura de hibri-
dacion previamente establecida, en combinacidon
con las condiciones de ciclo especificadas en este
protocolo.

-Eltiempo de annealing debe ser de 90 segundos.

-Utilizar concentracionesiguales (0,2 uM) de todos
los cebadores.

-La PCR debe comenzar con un paso de activacion
de 15 minutos a 95 °C para activar Polimerasa de
ADN HotStar.

-Comenzar con una concentracién inicial de Mg™
de3mM.

Protocolo 2: PCR multiplex para secuencias compli-
cadas

Se utiliza este protocolo para los sistemas
de PCR ricos en GC (265 % de contenido de GC) o
que tengan un alto grado de estructura secun-
daria. Eluso de aditivos cambia el comportamiento
de fusién del ADN. En la Figura 1, podemos ob-
servar los pasos a seguir en una PCR multiplex. La
eleccion de uno u otro camino va adepender de las
caracteristicas de la secuencia a amplificar. Sitiene
un porcentaje de GCmenor de 65% o sila secuencia
tiene una concentracion de GC igual o mayor del
65%. En este caso se utilizan distintos aditivos en la
concentracidnindicada.

Figura1
[ PCR MULTIPLEX ]
TablaIV |
[ P ]
PCR multiplex Estandar Secuencla rica en GC (265% GC) o con alto
Porcentaje en GC (<65%) grado de estructuras secundarias
] N
Tabla N24 : Protocolo Universal de ciclado para PCR multiplex l '
pasg UEED LEEE | 6\ Agregarigual concentracion
Paso Inicial 15 minutos 952C Activacion Teq Hot-Star e S =t para todos los primers
para todos los primers 0,2uM
Ciclado 0,2uM X /
Desnaturalizacién 30s 942C o 1
Annealing 905 57-632C Sino puede hecerse el gradiente, » Betaina » »2,/M
Solucién con aditivas 5% |* DTT 2——+G67mM
. comenzar con 602C 5,1{0,5X] + DMSO s 67 %w/u
Extension S0s 72eC Depende de la procesividad de la enzima ulfo, *» BSA—+—»— 55 pg/ml
Ciclos 30-35 l
P e P ey Y
T Annealing T2 Annealing
90 segundos 50 segundos
_— —
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APLICACIONES CLINICAS

Algunas de las actuales aplicaciones en
bioquimica clinica incluyen su uso como diagnos-
tico microbioldgico y en enfermedades genéticas.
En las ultimas décadas, los métodos moleculares,
entre los cuales se encuentra la PCR multiplex han
brindado ayuda adicional para reconocer los pato-
genos etioldgicos de la meningitis. Se ha demos-
trado que las herramientas moleculares son rapi-
das, baratas y eficientes para identificar diferentes
microorganismos, como bacterias, virus u hongos.
Con respecto a la meningitis bacteriana, se ha
informado que los métodos de diagndstico mole-
cular pueden ser sensibles y especificos para dife-
rentes organismos y pueden ser aplicados para
detectar patdgenos en muestras de sangre o LCR
de pacientes en los que los cultivos permanecen
negativos o que fueron pretratados con antimi-
crobianos “*?. En adultos se ha usado para la dife-
renciacion rdpida de micobacterias no tuber-
culosas de M.tuberculosis ©’. Ademas, una de las
grandes ventajas de la PCR multiplex es el uso de
un pequefo volumen de muestra clinica para el
ensayo molecular de varios patdgenos simulta-
neamente. Se la utiliza para el diagndstico de
infecciones respiratorias virales ®”, para el diag-
néstico de protozoos intestinales ®”, para vagi-
nosis ®”; en otitis por microorganismos (35), para el
diagnds-tico de la infeccidn por Helicobacter pylori
%9y diagnostico prenatal ®”.  Liu y col (2020)
desarrollé una multiplex para detectar los genes
mcr para detectar la resistencia a la colistina
mediada por pldsmidos ®”y Wang y col. (2015) una
multiplex gap-PCR para detectar deleciones en el

gende-globina causantes de -talasemia ®.
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LINKS EN LAWEB:

Perfect Match PCR Enhancer (Agilent):
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/600129.pdf
GC-Melt (Clontech):
https://www.takarabio.com/documents/User%20Manual/PT3316/PT3316-
1_112211.pdf

Aditivos: https://openwetware.org/wiki/Berglund:PCR_Additives
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