Documento Complementar - CGAL
Delineamentos experimentais para validagdo e verificacdo de métodos para detecgao de
sequéncia especifica por PCR em tempo real

Tabela 1 — Exemplo de configurag¢6es praticas para a validagao e verificagiao de um

método quantitativo em PCR em tempo real.

1. Opcional:

Teste preliminar que
define a concentragao
apropriada de DNA

Testar pelo menos trés concentragdes alvo na faixa de 200 ng a
0,1 ng (dependendo da espécie), por exemplo, 200 ng de DNA
de soja corresponde a aproximadamente 176.991 copias do
gene enddgeno uma vez que uma copia corresponde a 1,33 pc
de DNA gendmico.

2. Faixa dinamica, R2 e
Eficiéncia de amplificacdo

Exemplo 1: Requerimentos minimos para 2 curvas de
calibragao, 5 pontos em ftriplicatas. Todas as inclinacdes (slope)
devem estar na faixa de -3,6 a -3,1 e todos os valores de R?
devem ser maiores que 0,98.

Exemplo 2: Requerimentos minimos para 4 curvas de
calibragdo; 5 pontos em duplicatas. A média de 4 inclinagdes
(slope) e R? é utilizada para verificar os critérios de aceitagéo.
Exemplo 3: Requerimentos minimos para 2 curvas de
calibragcao; 8 pontos de calibracdo em 5 repeticbes cobrindo
baixas concentracdes para o LOD e LOQ. A média da parte
acima do LOQ para inclinagdo (slope) e R? é utilizada para
verificagao dos critérios de aceitacao.

3. Exatidao, precisao e
Desvio padrao de
repetibilidade (RSDr)

Pelo menos dois niveis (um proximo do limite de rotulagem e
outro proximo do LOQ, recomenda-se um terceiro nivel proximo
ao ponto superior da faixa dindmica)

Exemplo 1: 2 repeticbes de extracdo de DNA por nivel, 2
repeticdes de PCR por extracio/placa, 4 placas resultando em
16 resultados e 8 estimativas por nivel* (Fig. 2)

Exemplo 2: 2 repeticbes de extracdo de DNA por nivel, 4
repeticoes de PCR por extracao/placa, duas placas resultando
em 16 resultados e 4 estimativas por nivel* (Fig. 3)

Para estimagdo da precisdo intermediaria as reagbes de PCR
devem ser conduzidas em pelo menos dois dias diferentes pelo
mesmo operador ou, se possivel por um operador adicional.

4.L0Q, LOD

LOQ: 10 repeticdes de PCR em baixa concentragéo (p. ex. 80,
60, 40, 20, 10, 5, e 1 cépia). O LOQ é a menor concentragcéo da
série onde o desvio padrao de repetibilidade for menor que 25%
€ o0 ponto deve estar coberto pela curva padrao.

LOD: 10 repeticdes de PCR em baixa concentracao (p. ex. 20,
10, 5, e 1 copia). O LOD é entdo a menor concentragao da série
onde todas as repeticdes forem positivas.

* Se baseado na experiéncia, o laboratério conseguir provar que a repetibilidade entre dois analistas experientes &
semelhante a obtida por um unico analista, ndo é necessario incluir a repeticdo feita por outro analista. Do mesmo
modo, quando se atender aos critérios pré-estabelecidos apés a analise de dados nos quais houve a adigdo de
dados obtidos por um segundo analista, ou em diferentes condicdes de andlises, ndo se justifica a execucdo de

novo delineamento.




Tabela 2 — Exemplo de configurag¢6es praticas para a validagao e verificagiao de um

método qualitativo em PCR em tempo real.

1. Faixa dinamica, R2,
coeficiente e
Eficiéncia de
amplificacao

Opcional.

2. LOD

Exemplo 1: Teste 10 repeticbes de PCR em torno do LODabs
esperado (Ex. diluicdo serial com 20, 10, 5, 3 coépias e 1
copia/reacao) *. O LOD é o menor nivel da diluicao serial onde
todas as repeticbes forem positivas. Exemplo 2: Testar seis
niveis de diluicao (Ex. 20, 10, 5, 2, 1 e 0,1 copias/reagao) e 12
repeticdes de PCR por nivel. Com base na curva de modelagem,
calcula-se o LODabs no intervalo de 95 % de confianga (ver
https://quodata.de/content/validation-qualitative-pcr-methods-
singlelaboratory). Exemplo 3: Testar 60 repeticbes na
concentragao do LODabs esperado. Nesta concentragdo o LOD
é verificado em pelo menos 59 repeticoes positivas. Este teste
depende do conhecimento da concentragdo correta de DNA
(numero de cépias da sequéncia alvo por volume de solucdo
medido).

3. Especificidade

Opcional se ja foi acessada no estudo de validagdo. Para
ensaios OGM verificar a especificidade do método utilizando a
interface JRC GMO-Matrix. Selecionar os taxon(s) ou GMO(s)
especificos e o método de PCR a ser testado e realizar uma
simulagao in silico. O resultado da simulagdo € uma lista de
eventos GM para os quais a amplificagcao pelo método pode ser
predita ou ndo. Exemplo para avaliacdo experimental: Materiais
de referéncia disponiveis para novos OGMs que contém a
sequéncia alvo sao testados em duplicata usando pelo menos
100 copias do DNA alvo por reacdo por PCR. Para outros
métodos, testar a amplificacdo das sequencias alvos em
matrizes proximas do ponto de vista taxondémico.

4. LODasym (Apenas
para métodos
multiplex)

Pelo menos uma das mais criticas combinagdes de acordo com
os dados da validacdo deve ser testada. 10 repeticoes de PCR
com baixa concentragdo da sequéncia alvo (correspondendo ou
proximo ao LOD absoluto) na presencga de alta quantidade de
outro alvo (por exemplo 25 copias por reacdo do gene alvo na
presenca de background de outro alvo ao nivel de 20.000
copias/reacao).
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Figura 1: Delineamento Experimental para Exatidao/Precisao (exemplo 1)
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Figura 2: Delineamento Experimental para Exatidao/Precisao (exemplo 2)

Onde se Ié sample, entenda-se amostra; extraction: extracdo, level: nivel, plate: placa, result:

resultado e optional: opcional.



Efeito da concentragao de DNA no LOD pratico

Como demonstrado na Tabela 3, em uma amostra 0,1% ha 1000 vezes mais cépias da
sequéncia endoégena do que da sequéncia alvo. Isto implica que para um LOD absoluto do
método de 10 cépias, € necessario rodar em uma reagao de PCR 10.000 cépias da sequéncia
endogena para ter um LOD pratico de 0,1%. Se o LOD absoluto é 10 cépias e roda-se 100.000
cépias na reagédo de PCR entdo o LOD pratico € 0,01% (ver Tabela 2). O LOD pratico deve ser

calculado para cada amostra individualmente.

Tabela 3: Exemplo do efeito da concentracao de DNA no LOD pratico

Cépias do gene LOD absoluto (copias do L
endéger?o OGM alilo) Sl PrEdEe ()
100.000 10 0,01
10.000 10 0,1
1.000 10 1

1. Teste de Inibigao para avaliagao do método de extragcao de DNA

Avaliagcdo do método de extragdo de DNA (teste de inibigao)

Substancias conhecidas como componentes inibidores de PCR afetam a eficiéncia de
amplificacdo do DNA alvo por interagdo com o molde de DNA ou por interferéncia com a
atividade da DNA polimerase ou ainda por diminuir a eficiéncia enzimatica de co-fatores (Mg*?).
Os procedimentos de extracdo de DNA eliminam ou reduzem consideravelmente a quantidade
de substancias inibidoras de PCR. No entanto, a quantidade final de inibidores em uma

amostra depende muito da natureza da amostra.

Quanto mais processadas sdo as amostras, maior é a probabilidade de o DNA estar
fragmentado. DNA de plantas também podem ser afetados pela presenca de metabdlitos
secundarios tais como polifendis, 6leos e polissacarideos, os quais podem complexar com as
fitas de DNA.

Inibidores podem também ser adicionados ao DNA no processo de isolamento do mesmo, tais
como: KCI e NaCl, detergentes ibnicos, etanol, isopropanol, fenol, entre outros. Diferentes
estratégias podem ser adotadas para testar as preparacdes de DNA para detectar a presenca
de compostos inibitérios. O anexo ilustra a aplicagao do critério de aceitacdo da ENGL para
avaliar a eficiéncia da reacdo (inclinagdo e R?) de amostras diluidas serialmente de uma
amostra nao diluida, para testar a presenca de compostos inibidores de PCR na amostra nao
diluida a ser utilizada nas anadlises de PCR. Basicamente a inibicdo depende da concentragao

dos inibidores. Quando o DNA ¢é diluido, o efeito de inibicdo é reduzido ou eliminado nas



menores concentragdes de DNA. A avaliacdo da eficiéncia de reacdo na série diluida e a
comparagao do Ct tedrico de uma amostra ndo diluida e sem inibigao com o Ct medido,
fornece informacgdes para verificacdo da qualidade do DNA para as analises de PCR. No caso,

apenas concentragdes maiores de DNA demonstra inibicdo nos exemplos a seguir.

Concentracdes menores de DNA podem ser usadas para quantificagao, mas isso afeta os LOD
e LOQ praticos. No entanto, em certos casos os compostos inibidores aderidos aos fragmentos
de DNA podem nao ser eliminados pela diluicdo da amostra, resultando entdo em um menor
numero de cépias de DNA disponiveis para amplificacido do que o esperado pela concentracao

nominal de DNA na amostra.

Procedimento

A qualidade do DNA (relativa a auséncia de compostos inibidores de PCR) pode ser
demonstrada por andlise de duas repeticbes de PCR usando uma diluicdo serial de quatro
pontos (por exemplo 1:4, 1:16, 1:64 e 1:256) de cada repeticdo de extracdo de DNA (corrida de
inibigdo) usando o sistema de referéncia da espécie (gene enddégeno). A solugdo de DNA é
ajustada para o nivel correspondente a maior concentragao a ser utilizada na reagcdo de PCR
subsequente, chamada amostra ndo diluida (diluicdo de trabalho). A partir desta primeira
amostra, prepara-se a diluicao serial na base quatro (de 1:4 a 1:256). Para verificar a presencga
de inibidores, os valores de Ct das quatro amostras diluidas serialmente s&o “plotados” contra
o logaritmo do fator de diluicao e calcula-se uma equacao por regressao linear. O valor de Ct
da amostra nao diluida calculado a partir da regresséo linear € comparado com o valor de Ct
medido para a mesma amostra. Para ser considerada pura deve-se considerar os seguintes
critérios de aceitabilidade: a inclinagdo da regressao (slope) deve estar entre -3,6 a -3,1 o
coeficiente de determinagdo (R?) maior que 0,98 e a diferenga entre o Ct medido e o Ct

calculado menor que 0,5.

Sa0 necessarios os valores de Ct de duas repeticdes de PCR para cada diluicdo para os

calculos ilustrados a seguir.



Avaliagao da qualidade do DNA

Nas figuras abaixo a expressao “Diluicdo de trabalho” (working dilution) significa

“amostra nao

diluida”
Sample code :
Measured Expected oy
Dilution factor Ct Ct Mean ACt ACt  |Logarithm
4 4 24 -0.6021 32
24| 2400 2.00 2[ -0.6021 30
T 16 26 12041 \\ 28
26  26.00 2.00 2| -1.2041
T 64 28 %3
28] 28.00 2.00 2| -1.8082 2
1 256 30 -2.4082 5
30 30.00 2.00 2| -2.4082
20
Measured Extrapol. - : 18
Ct Ct Mean Ct Extrapol. - Mean Ct | 4 -3 -2
22 _—-‘ﬁ; log{1/dilution factor) y = -3.3219x + 22.0000
S 2 _
Workina dilution 22| 2200l 2200 0.00" BTS00

Exemplo A: Quando a qualidade do DNA ¢é aceitavel: todos os critérios sdo atendidos

Sample code :
Measured Expected 3%
Dilution factor Ct Ct Mean ACt ACt  |Logarithm
1= 4 245 -0.6021 a4
246] 2455 1.55 2[ -0.6021 & 30
1 18 26 1.2041 S i
261 26.05 1.50 2| -1.2041
1 54 28.1 B %3
28] 28.05 2.00 2| -1.8062 24
1: 256 30.2 -2.4082 -
298]  30.00 1.95 2| -2.4082
20
Measured Extrapol. r T T 18
Ct Ct Mean Ct Extrapol. - Mean Ct | -4 3 -2 = &
23 BT loo(tdilution factor) y = -3.0450x + 22.5750
Working dilution 23| 2300] 2258]  0.43[%e} =0t

Exemplo B: DNA inibido. Embora o ACt ndo tenha excedido o limite de 0,5 (mesmo que tenha

ficado proximo deste valor, a baixa qualidade do DNA pode ser demonstrada pelo atraso no

inicio da reacao (Cts) para a amostra nido diluida e para a diluida 1:4. O atraso afeta a

inclinacéo (slope) expressa pela diluicdo serial, a qual aparece mais plana que o aceitavel (-

3.0).



o Sample code :
Measured Expected =
Dilution factor Ct Ct Mean ACt ACt  |Logarithm i
I 4 24.8 -0.6021 a2
248/ 2470 1.70 2[ -0.6021 L 30
i 16 258 -1.2041 e iz
261 2595 1.25 2| -1.2041 \
1: 64 28.2 N 28
286/ 2840 245 2| -1.8062 24
i 256 305 -2.4082 -
30.3[ 3040 2.00 2| -2.4082
20
Measured Extrapol. - - - 18
Ct Ct Mean Ct Extrapol. - Mean Ct | 4 3 -2 = &
23 log(1/dilution factor) y =-3.2600x + 22.4750
Working dilution 23| 2300 2248 0.52 N R"=0.9818

Exemplo C: DNA inibido. Esta € uma outra ocorréncia de baixa qualidade associada a solugao
de DNA. A inclinagdo da diluicao serial esta dentro da variagao aceitavel, no entanto, o Ct
calculado da amostra nao diluida (22,48), baseado nos quatro pontos deveria ser menor que o
Ct medido (23). Isto indica um atraso no inicio da reagédo para a amostra nao diluida o qual é
menos evidente na amostra subsequente 1:4. Portanto, enquanto a inclinagdo da regressao
linear se adequa a faixa aceitavel de -3.6 to -3.1, o ACt demonstrou a presenga de compostos

que inibem a amplificacdo do DNA.

Sample code :
Measured Expected ! i
Dilution factor Ct Ct Mean ACt ACt Logarithm
1: 4 24.2 -0.6021 %2
243 2425 225 2 06021 | S %0
e 16 265 -1.2041| | \\ -
265 2650 2.25 2| -1.2041 \
1: B4 288/ | \ ®y
288 2870 2.20 2| -1.8062| | 24
I 256 30.8 -2.4082 5
30. 30.85 215 2| -2.4082| | 20
Measured Extrapol. I ; 18
Ct Ct Mean Ct Extrapol. - Mean Ct | -4 3 L
72 log(1/dilution factor) y=-3 551‘“‘“* 22,0750
Warkina dilution 22l 22001 2208 0.0 I R =09904

Exemplo D: Neste exemplo, a inclinagdo da reta de regressdo n&do atende aos critérios de
aceitabilidade (-3.66). Entretanto, ao contrario do exemplo B, ndo ha atraso no inicio da reagao
para a amostra ndo diluida e a primeira amostra da diluicdo serial. A coluna de ‘ACt’ mostra a
diferenca no Ct medido entre as amostras subsequentes da diluicao serial. Estes valores sao
sempre maiores que o valor esperado de 2 para uma reagédo com 100% de eficiéncia.
Basicamente, a série de diluigdo comporta-se como se tivessem menos DNA do que a
quantidade calculada. Portanto, neste caso as amostras nao devem ser classificadas como
afetadas pela presenca de compostos inibidores de PCR. Deve-se considerar, no entanto, que
se nao forem identificados erros técnicos (como erro de pipetagem) ou outras razdes nao forem
claramente identificadas, a possibilidade de inibidores ligados aos alvos de DNA nao deve ser

descartada a priori.



2. Orientagdes para producgao de concentragées intermediarias de material

positivo

3.1. Producgao de concentragoes intermediarias de material positivo

Alguns materiais de referéncia somente estao disponiveis em uma ou poucas concentragdes
da sequéncia especifica. Nestes casos pode ser necessario produzir material alvo em outras
concentragdes pela mistura de material positivo com material negativo, por exemplo, para
determinar o LOQ e LOD relativos. Isto pode ser feito medindo-se o conteudo do gene de
referéncia nas solu¢cdes de DNA dos materiais positivo e negativo na mesma placa e com a
mesma curva padrdo. Seguindo estes passos, o fator de diluicdo para as duas solugdes de

DNA pode ser calculado usando a seguinte formula:

X = (A/B) * (Y-1) + 1

X = Fator pratico de diluicdo (Quanto do material alvo deve ser diluido para compensar a
diferenga na concentracao).

A = Numero de copias do gene de referéncia para a solugao de DNA alvo positiva

B = Numero de copias do gene de referéncia para a solugdo de DNA alvo negativa

Y = Fator de diluicao tedrico, por exemplo, de 10 % de DNA alvo até 0.1 % de DNA alvo = 100x

Exemplo:

DNA A = 100% DNA alvo,

DNA B = 0%

5 uL DNA é adicionado por poco na PCR para Ae B

Resultado da quantificagdo como amostra desconhecida (unknown sample) na curva de
calibracao do gene de referéncia:

A (do DNA A): 10 copias/5 pL

B (do DNA B): 8 copias/5 pL

Para preparar 10 % de DNA alvo de um material 100 % de DNA alvo, o que corresponde a uma

diluigdo de 10 vezes (teoricamente Y = 10).

X deve ser usado como Y no calculo do volume a ser misturado. Se X=12,25, entdo o fator de
diluicao pratico X: (10/8) *(10-1) +1=((10/8) *9) +1=90/8 + 1 = 11,25+1=12,25.

Ent&o, 1 pl A deve ser misturado a 11,25 ul B.



Depois de misturadas as duas solugdes de DNA, agitar cuidadosamente até a completa
homogeneizagao. A exatiddo das misturas pode ser analisada usando uma mistura 100% para

a curva padrao e analisando trés amostras em triplicata em trés dias diferentes.

Para preparar futuras diluicbes: uma solucdo 1% pode ser feita diluindo a solugdo 10% na
proporcao 1:10 da solugao 10% com uma solugao 0%. Uma solucéo 0,1% pode ser preparada
pela diluigdo da solugcdo 1% com uma solugcdo 0% na proporcéo de 1:10. A concentracao de
DNA de uma solucgao diluida 10 vezes deve estar proxima da concentracdo da solugao de DNA
0% e esta concentragdo deve ser utilizada nos calculos posteriores em diluigdes futuras. A
exatiddao da mistura pode ser analisada usando 100% da mistura da curva padrao e analisando

trés amostras em triplicadas 3 vezes.

3. Estimativa da média, desvio padrao e desvio padrao relativo de repetibilidade

do conteudo de DNA alvo por PCR em tempo real

4.1. Introdugao

O célculo correto da concentracdo de DNA alvo e seu desvio padrdo de analises de PCR sao
feitos, na maioria dos casos, por um processo em duas etapas, combinando valores médios
calculados de duas formas diferentes. O procedimento detalhado abaixo inicia pelos valores
medidos do numero de copias do DNA alvo e do gene endogeno. Destes resultados, calcula-se
uma estimativa do conteudo de DNA alvo e desvio padrdo. A maioria dos procedimentos
experimentais proporciona varios desses valores (por exemplo, de varias corridas na mesma
ou em diferentes placas) de concentracido de DNA alvo e desvio padrdo. Estas estimativas
podem, se necessario e apropriado, ser combinadas de forma padrao, por exemplo, tomando a

média aritmética no caso de concentragao de DNA alvo.

4.2. Estimativa da concentracao de DNA alvo a partir do numero de cépias dos genes

alvo e endégeno

Duas analises sao necessarias para estimar a percentagem de DNA alvo de amostras usando

PCR em tempo real:

Uma analise é usada para detectar o numero de copias da sequéncia DNA alvo (X) e outra &
usada para determinar o numero de cépias da sequéncia de DNA do gene enddgeno (Y). A

estimativa da percentagem de concentragdo de DNA alvo é obtida usando a seguinte razéo de:



WCM = target DNA copy number 100 = %IOD | 1)

reference DNA copy number

Onde |é-se target, leia-se alvo, copy: copia, number: nimero e reference: referéncia.

Tanto o X quanto o Y sdo variaveis aleatérias. E uma pratica padronizada analisar o DNA alvo
e o0 gene endégeno em duplicatas, triplicatas, etc. Isto resulta em 2, 3, ou mais resultados para
cada sequéncia de DNA alvo e endogena, possibilitando o calculo da média da percentagem
de DNA alvo destes dois conjuntos de resultados. Infelizmente, ndo ha uma férmula exata para
calculo da média e variancia da raz&o entre variaveis aleatorias. Mas existem aproximacgdes. A
média, denominada E, e a varidncia da razao, Var, entre duas variaveis aleatdrias e

independentes sdo aproximadamente:

X ¥ ¥
E = |~=—+—_var(y) (2
L’_' y ¥ ' )
and
x7 (%) (var(x) Var(y))
var X | - l_I ‘ m1{r3+ mEJ} . 3)
y| ly)l = y?

Onde x é a média aritmética do numero de cépias do DNA alvo e y € a média aritmética do

numero de copias do gene enddgeno.

Estas aproximacdes assumem que nao ha correlacio entre X e Y. O desvio padrao é dado por
sd[X /Y]=Var[X /Y]. O desvio padréo relativo de repetibilidade RSDr & calculado no final do

procedimento dos componentes de desvio padrao. Os detalhes de como calcular o RSDr sao

mostrados nos exemplos a seguir. Todos os calculos podem ser implementados no Excel.

4.3. Exemplos

Nos exemplos, x representa o numero de cépias do DNA alvo e y representa o numero de
cépias do gene enddgeno. Estes exemplos correspondem aos exemplos dados na Tabela 1
(anexo 1) e demonstram em detalhes os calculos necessarios para uma placa e descrevem

também como os resultados de varias placas podem ser combinados.



4.3.1. Exemplo 1

Duas extragoes de DNA, para cada extragido tanto o DNA alvo quanto o gene endégeno

sao testados em duas repeticoes de PCR em quatro placas

Este delineamento proporciona duas estimativas da concentragdo de DNA alvo e desvios
padrbes para cada placa e entao oito estimativas da concentragdo de DNA alvo (por exemplo
GM1-8) e oito estimativas de desvios padrdes (sd1-8) no total. Cada uma destas oito
estimativas de concentracao de DNA alvo e desvios padrdes sao derivados das equagdes (1) e
(2) de dois resultados para o numero de cépias do DNA alvo e do gene enddgeno. Se for
tomada a média de todas as oito estimativas, o valor médio depende de 16 resultados, o que

implica também no desvio padrao combinado.

Extragao 1
OGM alvo Gene endégeno
Ct NUmero de cépias Ct Numero de cépias
24,41 16119 21,30 156758
24,61 13954 21,18 171196

Entdo, x =15036,97, y =163977, Var(x) = 2343612,5 and Var(y) = 104227922. Colocando o
valor apropriado na equagao (2) fornece uma média de GM1 de 0,092 ou 9,2%; usando a
equagao (3) com os valores acima e tomando a raiz quadrado fornece um desvio padrdo de
sd1 de 0,010943.

Extracao 2
OGM alvo Gene endégeno
Ct Nidmero de cépias Ct Nidmero de cépias
25,50 13405 21,10 172089
25,44 14000 21,19 160907

Aqui, x = 13702,5, y =166498, Var(x) = 177012,5 e Var(y) = 62518562. Com os valores
apropriados, a equagao (2) fornece uma média de GM2 de 0,082 ou 8,2%; usando a equacgao

(3) e tomando a raiz quadrada fornece um desvio padrao sd2 de 0,004654.

4.3.1.1. Combinando as placas

Todo o procedimento é repetido em quatro diferentes placas, dando em adigdo as
concentragdes de GM1, GM2, sd1 e sd2 as médias GM3, GM4, GM8 e os desvios padroes
sd3, sd4,..., sd8.

A média total da amostra GM pode ser calculada tomando-se a média aritmética de GM1 -
8

GMS, i.e. GM=ZGM,./8. Usando n como numero de repeticdes por extragcdo (neste
1

exemplo n=2) e k como numero de desvios padroes a serem agrupados (k=8), o desvio padrao
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da média total sd,,, = \/Zg(n —Dsd} /(O n,—k); o termo no denominador é 16-8=8 neste

d,.
exemplo. O desvio padrao relativo de repetibilidade RSD, = SG%IOO.

4.3.2. Exemplo 2

Duas extracoes de DNA, o DNA alvo e o gene endégeno sao testados em quatro

repeticoes de PCR em duas placas

Este delineamento proporciona duas estimativas da concentragdo de DNA alvo e desvio
padréo para cada placa e quatro estimativas da concentracdo de DNA alvo (por exemplo GM1-
4) e quatro estimativas de desvios padrdes (sd1-4) no total. Cada uma destas estimativas é
derivada usando as equagdes (1) e (2) para quatro resultados do numero de copia do DNA alvo
e 0 gene enddégeno. Se a média de todas as quatro estimativas for tomada, o valor médio
depende — como no exemplo 1 acima — de 16 resultados do numero de copias do DNA alvo e

do gene enddgeno, o que implica no desvio padrdo combinado.

Extragao 1
DNA alvo Gene endégeno
Ct NUmero de cépias Ct NuUmero de cépias
24,41 16119 21,30 156758
24,61 13954 21,18 171196
25,50 13405 21,10 172089
25,44 14000 21,19 160907

Neste exemplo, x =14369,5, y =165237,5, Var(x) = 1433394 e Var(y) = 57700642. Aplicando a
equacgao (2) obtemos uma média de GM1 de 0,087 or 8,7%; usando a equacao (3) e

calculando a raiz quadrada fornece um desvio padrao sd1 de 0,00828.

Extracao 2
DNA alvo Gene endégeno
Ct Numero de cépias Ct Numero de copias
26,21 14826,97 21,09 165248
26,30 13885,92 21,09 165248
26,38 13099,69 21,20 152168
26,20 14935,39 21,25 146569

Neste exemplo, x =14187, y =157308, Var(x) = 747515 e Var(y) = 89272181. Aplicando a
equagao (2) fornece uma média de GM2 de 0,091 or 9,1%; usando a equacgao (3) e calculando

a raiz quadrada fornece um desvio padrao sd1 de 0,0077.



4.3.2.1. Combinando placas

O procedimento inteiro é repetido em duas diferentes placas, dando em adi¢gdo a GM1, GM2,
sd1 e sd2 as médias GM3 e GM4 e os desvios padroes sd3 e sd4. A média total da amostra

GM pode entdo ser calculada tomando-se a média aritmética de GM1 - GMS, i.e.,
GM = Z?GME /4. Usando n como numero de repetigcdes por extragdo (n=4 neste exemplo) e

k como numero de desvios padrdes separados a serem agrupados (k=4 neste exemplo), o

desvio padrédo da média total sd,, = \/ZT(;@. —1)sd; /(an, — k); o termo no denominador &

16-4=12 neste exemplo. O desvio padrao relativo de repetibilidade RSDr = %100.
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