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 O que é PCR? 

 Aplicações 

 Técnicas: 

-Nested-PCR e artigos relacionados 

-PCR-Elisa e artigos relacionados 

 Referências 

 Conclusão 

 

 

 
Nested-PCR/Elisa-PCR 



 Polymerase Chain  
Reaction 

 Etapas:  
Desnaturação 
Anelamento 
Extensão 

 Amplificação de se- 
quencias específicas 

 

Nested-PCR/Elisa-PCR 



 Comparando 
com marcador 
conhecido. 

 Pode ou não 
ser feita. 



 Diagnóstico de doenças infecciosas e genéticas 

  Amplificação de genes para posterior 
clonagem e expressão 

  Determinação de variabilidade genética 

  Detecção de OGMs 

  Sexagem de embriões 

  Estudo da expressão gênica 
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 ‘’Nested’’: significado 

 2 etapas 

 2 conjuntos  
diferentes de primers 
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 External Round of PCR: Master Mix 

 

*dNTP mix (2mM each dNTP): 5 µl 

*10x PCR buffer (15mM MgCl2): 5 µl 

*Taq polymerase (0.2U): 0.2 µl 

*dH2O: 25.8 µl 

*Primer mix. Forward  and Reverse primers. (5 pmoles/µl each): 4 µl 

*Total Mastermix Volume: 40 µl 

*DNA Template 10 µl 
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 Nested PCR Master Mix 

dNTP mix (2mM each dNTP): 5 µl 

10x PCR buffer (15mM MgCl2): 5 µl 

Taq polymerase (0.2U): 0.2 µl 

dH2O: 35.8 µl 

Primer mix. Forward  and Reverse primers. (5 pmoles/µl each): 4 µl 

Total Mastermix Volume: 49 µl 

DNA Template (Sample from external round PCR product): 1 µl 
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 PCR Machine Cycling Parameters 
For Both External and Internal PCR Rounds 

 1 cycle: 94ºC/30 sec. 

 35 cycles: 94ºC/30 sec.  
55ºC/30 sec.  
72ºC/30 sec. to 120 sec. 

 Hold: 4ºC 
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 Por que usar? 

 Problema: chances de erro no PCR 

 Aumenta a especificidade, diminuindo a 
chance do PCR ficar errado 

 Vantagens e Desvantagens 
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 *Citomegalovírus 
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 Por que comparar com os resultados do soro? 
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 Grande diferença entre amostras de tipo 
diferente. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Vírus: transmissão, sintomas 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Multiplex: vários primers 

 







 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Doença de Newcastle: aves 



 Teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay) 

 Reações antígeno-anticorpo detectáveis através 
de reações enzimáticas. 

 Complexo  enzima-anticorpo-antígeno resulta 
em um produto colorido. 

 Métodos: Competitivo, direto, indireto. 
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 Equipamentos necessários: 

*Placa de Elisa; 

*Micropipetas automáticas; 

*Leitores 

*Lavador automático de placas; 
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 Enzima: Peroxidase  
H2O2 em H2O + O2. 

 Cuidados: 

* Estocagem de reagentes e amostras; 

*Evitar contaminação e espuma no preparo de 
soluções; 

*Calibração 

*Limpeza 
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 Efeito da Estreptavidina/Biotina 

*Estrepctavidina 
-Proteína trimérica de 60 kDa extraída da bactéria Streptomyces 

avidinii.  

-Possui alta afinidade pela Biotina 

-Complexo biotina/estreptavidina é muito resistente  

*Biotina (Vitamina H): 
Cofator Enzimático. 
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 PCR: método molecular. 

 ELISA: método imunológico. 

 

 O PCR-ELISA detecta micro-organismos com 
muito mais precisão. 

 Teste por microscopia 63% 

 Testes por PCR 92% 

 Teste PCR-ELISA 94%. 
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 Vantagens: 

 

*Não é preciso correr em gel; 

*Não se utiliza brometo de etídio e luz UV. 

 

*Desvantagens: 

 

*Em baixa escala é de alto valor. 











 



 



 



 



 



 
E. coli JM109 de leite 

adulterado 
Cultivo em LB 

Alíquota da cultura 
centrifugada 

pellet  ressuspendido 
em 1ml de queijo 

fresco pasteurizado 

diluição seriada em 
matrizes não 

adulterados para 
testar a sensibilidade 

do PCR 

100 ul de de cada diluição 
foi plaqueada em triplicada 

em LB e foi realizada a 
contagem de colônias por 

um Eagle-Eye II (sistema de 
documentação de gel) 
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 Zaha, A. Ferreira, H. Passaglia, L. Biologia 
molecular básica – 4 ª edição. Porto Alegre, 
2012. 

 http://www.info.sciverse.com/sciencedirect 

 http://www.cpqrr.fiocruz.br/posgraduacao/c
ienciasdasaude/apoio/BiologiaMolecular/aula
3%20OutrasTecnicasPCR-2007.pdf 

 http://www.fisiologia.kit.net/biomol/4.htm 
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 http://www.pcrstation.com/nested-
pcr/nested-pcr-protocol/ 

 http://www.fea.br/Arquivos/Biotecnologia/
Material%20Prof%C2%AA%20Cristina%20-
%20Biologia%20Celular/Principios_da_PCR.p
df 

 http://technologyinscience.blogspot.com.br/2
011/12/elisa-protocol-types-of-elisa.html 

 http://www.ufrgs.br/labvir/material/aulap1
0.pdf 
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 https://docs.google.com/viewer?a=v&q=cach
e:t_DI5XjABMIJ:www.icb.ufmg.br/mor/pad-
morf/ELISA.doc+&hl=pt-
BR&gl=br&pid=bl&srcid=ADGEESgxySqze5N
QiVIp0i1wLgimZe9ejF4SLgZ5tQszc_KgBGqvP
AgYdB7cWbB2rW9gerKfn3dS3lQ2leFKQM509
U5ZlT5EkzyTyWVPFynSWQovCsHlwlmjGHY
UCYlBWYfLr4rYpgN5&sig=AHIEtbQs_m-
EOK_BUpyUGZPJIiAXql3Kgw 
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 A PCR (Reação de Polimerização em Cadeia) é 
uma técnica que se baseia na amplificação 
exponencial seletiva de uma quantidade de 
DNA in vitro. 

  Pode ser usada no diagnóstico médico, 
mapeamento genético, detecção de doenças 
hereditárias, clonagem de genes, testes de 
paternidade e entre outros. 



PCR – Elisa     PCR- Nested 



 É a união do PCR, que é um método molecular, 
com o teste Elisa, que é um teste imunológico.  

  O teste Elisa é um método de ensaio 
imunoenzimático utilizado para detectar  o 
antígeno ou anticorpo em uma amostra. 

  Tem sido utilizada desde o final de 1980. 



 Apresenta alta sensibilidade- a quantificação pela 
placa de Elisa é de aprox. 100 vezes mais sensível 
do que a coloração convencional com brometo de 
etídio dos produtos em gel de agarose.  

 Altamente específico 
 Resultados mais rápidos 
 É muito flexível 
 Baixo custo  
 Amplificação rápida 
 Técnica prática e simples 
 Quantitativo 
  Rotina de larga-escala 

 



  Tem sido principalmente utilizado para a 
detecção de agentes infecciosos, incluindo 
vírus, bactérias, protozoários e fungos.  

  Um exemplo é o uso do PCR-Elisa para a 
identificação do vírus HIV, que é confirmada 
com o teste WESTERN BLOT. 

  É útil para o rastreio de amostras múltiplas. 

 



  Permite a realização da quantificação dos 
produtos. 

  É útil para diferenciar os produtos gerados 
pelo PCR com variações na sequência entre os 
primers. 

  Serve para detectar e diferenciar entre alvos 
múltiplos- seleção de várias amostras. 

   



  Indireto: é usado para a detecção de 
anticorpos. 

  Sanduíche ou Direto: utilizado para a 
identificação de antígenos. 

  Competitivo: é mais usado para identificação 
de antígenos, mas pode também ser 
empregado para a detecção de anticorpos. 



 Tampão 10x 
 dNTP’s 
 Um par de primers 
 Água 
 MgCl2 
 Taq- polimerase 
 DNA – amostra 
 DIG- digoxina ou 

anti-DIG  
 

  Sensibilizar a placa com antígeno ou anticorpo. 
 

  Colocar nos poços e deixar “overnight” a 4°C. 
 

  Lavar com PBS-Tween 0,02 %(2x). 
  
 - Bloquear a placa com uma solução PBSTL  e agitar.  

 
 - Levar a estufa 37oC por 1 hora  

 
 - Lavar novamente com PBSTL (2 x)  

 
 - Diluir os soros em PBSTL e aplicar por poço e agitar  

 
 - Levar por mais 1 hora na estufa 37oC  

 
 - Lavar com PBSTL (3 vezes)  

 
 - Preparar uma solução de Uréia 6M e aplicar nos 

poços   
 

 - Aplicar o Conjugado em PBSTL e agitar  
 
 - Levar a estufa de CO2 37oC por 1 hora  

 
 - Lavar com PBS-Tween 0,02% (3 vezes)  

 
 - Aplicar o OPD por 30 minutos em câmara escura  

 
 - Adicionar HCl a fim de parar a reação e em seguida 

proceder a leitura no leitor de microplacas.   

 



  Adição do híbrido a uma placa previamente revestida 
com Estreptavidina – ligação da Biotina (sonda) com a 
Estreptavidina (placa)  - placa marcada com 
peroxidase. 

  Adição de um conjugado contendo:  
 um anticorpo (Anti-DIG) que irá se ligar ao DIG na 

sequência; um substrato (POD) revelador e especifico 
para a peroxidase – revelação da cor pela degradação 
enzimática do substrato. 

 Após deixar em repouso para que a amostra sofra 
coloração e assim é feita a leitura. 

  A coloração é dependente da quantidade de híbridos. 
 



   





 









  O que é? Consiste na realização de dois PCR 
sucessivos utilizando um jogo diferente de 
iniciadores específicos em cada uma das 
reações. Isto permite aumentar nível de 
sensibilidade do método de diagnóstico e 
aumentar a especificidade da detecção. 



 Altamente específico 

 Duas PCR’S 

 É a de maior sensibilidade 

 Detecção de amostras múltiplas simultâneas 



  Maior tempo de execução 

  Custo elevado 

  Maior risco de contaminação 



  1° PCR: 

 



  2° PCR:  



  1 ciclo: 94°C por 30 segundos 

  35 ciclos: 94°C por 30 segundos 

                      55°C por 30 segundos 

                      72°C de 30 até 120 segundos 

  Manter a 4°C 



  O primeiro par de iniciadores de PCR amplifica um 
fragmento similar para começar o PCR . No entanto, 
um segundo par de primers chamado de nested 
primers, ligam-se no interior do primeiro fragmento do 
produto de PCR ,permitindo a amplificação de um 
segundo produto de PCR, que é mais curto e específico 
que o primeiro. 

  O segundo par de primers tem a função de amplificar  
pedaços menores e específicos de DNA  localizados no 
produto do primeiro PCR. 



  1ª parte: PCR e primeiro conjunto de primers 

 



  2ª parte:  Segundo PCR e segundo conjunto de primers (Nested) 

 



 Aplicações forenses 

 Casos genéticos 

 Análise de patógenos como HPV 







 





  Os procedimentos de preparação dos reagentes, 
processamento da amostra, amplificação, 
transferência do produto da primeira para a 
segunda etapa de PCR e detecção do produto 
amplificado, foram realizados em quatro 
ambientes distintos para eliminar a possibilidade 
de contaminação.  Além disso, foram utilizados 
ponteiras com filtros de barreira e controles 
negativos em cada reação. 



 



 



 http://conceptoazul.com.ec/pages/kitsport.html 
  http://www.pcrstation.com/nested-pcr/ 
  http://pcr-elisa.blogspot.com.br/ 
 http://en.wikipedia.org/wiki/Nested_polymeras

e_chain_reaction 
 http://www.pcrlinks.com/variants/pcr_elisa.htm 
  http://www.btc-bti.com/pcrelisa.htm 
  http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0037-

86822007000200013&script=sci_arttext&tlng=e%21
n#tab02 
 




