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= Le due unita a confronto con altri sistemi

JL’analisi HRM (High Resolution Melt)
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= La strumentazione in grado di eseguire una HRM
= La chimica

= | parametri che ne influenzano la buona riuscita
= Alcuni esempi applicativi in microbiologia
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Rotor-Gene Q

Real Time Rotary Analyzer
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'TIIT @ Costruito per la detection in “tempo reale”

a.m.(;zﬁ Caratteristiche chiave del sistema Rotor Gene Q

Caratteristiche

= |Impareggiabili performance ottiche e termiche

= Termociclazione veloce

= Fino a 6 canali di acquisizione

= Analisi di Melt ad alta risoluzione e fast PCR su
di un unico strumento

= Throughput flessibile da 36 a 100 posizioni
( Volume input da 20 pl a 200 pl)

= Manutenzione minima

= Software capace di analisi per ogni tipo di
applicazione in Real Time allo stato dell’arte
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444+ Perché scegliere il Rotore....
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= | campioni ruotano continuamente a 400 RPM
~massima uniformita termica e ottica
~ acquisizione veloce dei dati

= Tutti i campioni vengono letti durante ogni
rivoluzione (0.15 sec)

~ nhessun calibratore passivo (es.ROX)
» LED garantiti a vita

= La rotazione permette la rimozione delle bolle e
della condensa dai tubi di reazione senza
determinare il pellettamento dei reagenti

La rotazione continua del rotore garantisce
I'assoluta uniformita delle condizioni termiche
e ottiche per tutte le provette

400 RPM

Reaction Chamber

%mvw .. s
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H+++4l Criteri di scelta di una piattaforma Real Time
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Gli aspetti piu rilevanti nella scelta di un buon termociclatore si riducono alle due unita:

1 Dispositivo di riscaldamento/raffreddamento
La temperatura costituisce una criticita del sistema:
= L’annealing dei primers é influenzata da minime variazioni termiche
= Lafluorescenza e a 1/Temp

[ Sistema ottico
Il sistema ottico :
= Eccitazione/detection determina la sensibilita
= Colori/lunghezza d’onda /canali determinano la chimica utilizzabile




4++++48 RGQ: meccanismo di riscaldamento
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Resistenze di
riscaldamento
si accendono

Awvio della ventola per
far circolare l'aria

Valvola Ny 37 yﬁms
blocca l'aria L) AR AN

Nota: | fori
nel rotore
migliorano la
circolazione
dell’aria
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444+ RGQ: meccanismo di raffreddamento
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Resistenze si
spengono

Ventola fa circolare
I'aria

Valvola si apre per
espellere I'aria

Ventola fa entrare I'aria

Note: fori
permettono il
flusso libero

dell’aria

Aria
fredda
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444+ RGQ: sezione dello schema ottico
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Camera di reazione

Filtri di
rilevamento

Assemblaggio
PMT

Gruppo

Provette nel rotore LED
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Criticita dei parametri strumentali:

Precisione:

Accuratezza:
Tempo di equilibrio:
Ramping rate:
[lluminazione:

No. di canali:

le variazioni della T°tra un tubo e I'altro devono
essere minime per una riproducibilita ottimale

la T°impostata deve corrispondere a qu ella raggiunta
provoca pause nella raccolta dei dati

influenza la velocita di analisi

deve essere identica tra tubi per ottenere dati validi
determina capacita di eseguire ‘multiplexing’

Specifiche del Rotor-Gene Q :

Precisione:
Accuratezza:
Tempo di equilibrio:
Ramping rate:
[lluminazione:

No. di canali:

0.01 C; 20x migliore di ogni altro ter mociclatore
0.25 C, al top della categoria

zero secondi, perche il rotore gira continuamente
15-20 C/sec, al top della categoria

100% identica per ogni tubo

fino a 6 canali al top della categoria




-+4+++48l Uniformita termica in un sistema Peltier
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4 £0.50 °C (almeno)
(significa variazioni > 1.00 °C !lll)

4 Bordi ed angoli a rischio

¢ NOTA: Fluorescenza O Yremp

4 “Hotspot” locali quando il Peltier si sta
staccando parzialmente dal blocco

4 || Rotor-Gene non usa Peltier !  perché si
rompono in modo imprevedibile e sono molto
costosi da sostituire!! S AR AR < Multivell plate mount

~a— Circuil board
: (Peltier elements)
Al -« Therma-Base layer

NOTA: Caratteristiche del Rotor-Gene Q:
Uniformita: £0.01C, Risoluzione: £0.02<TC

-«—— (Cooling element
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Comparazione diretta del Rotor Gene Q e termociclat

-4+++48 basati su Blocco Peltier

Sl Distribuzione spaziale dei valori di Ct

Block cycler Rotor-Gene

. Cr Values
Note random spikes

& perimeter effect " 19.4-196

19.2-194
= 19.0-19.2
= 1B.8 - 19.0
= 18.6-188
= 18.4-186
= 18.2-184
= 18.0 -18.2
= 17.86-18.0

Comparison of 96-well block cycler vs. 72-well Rotor-Gene

La superiorita nell’'uniformita di temperatura si trad uce in una superiore precisione del Rotor Gene Q
m  Permette di distinguere le differenze tra i valori di Ct con grande accuratezza

m riduce la necessita di eseguire repliche di un campione

m consente di ottenere performance insuperate nelle applicazioni HRM

m garantisce sempre il massimo dell’affidabilita dei risultati




44444 || sistema Ottico
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Rotor Gene Q

\

M

1, halogen

Fig. 1.2 A s lation of inzal Dl 3| v,
= . o S wasiws b orad. com
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L'analisi di Melt ad alta risoluzione (HRM)
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-++++48l Alcune applicazioni in ambito microbiologico
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= Jourmwar oF Cumical MicrosioLocy, Apr. 2010, p. 1047-1054 Vol. 48, No. 4
vl - st 137/10/$12.00  doi:10.1128JCM.02036-09
Copyright © 2010, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Rapid Detection of Rifampicin- and Isoniazid-Resistant

Resear ; : : :
Dete|C Mycobacterium tuberculosis by High-Resolution
| 2 T 2 ?

‘N ce 'B; Melting Analysis
SUrve T Danny C. T. Ong,' Wing-Cheong Yam,” Gilman K. H. Siu,” and Ann S. G. Lee'~*

E Division of Medical Sciences, National Cancer Centre, Singapore 169610, Republic of Singapore'; Department of Microbiology,
ESTh'E' ‘ Li Ka Shing Faculty of Medicine, the University of Hong Kong, Pokfulam, Hong Kong Special Adminisirative Region,
and N 5 China®; and Depanment of Microbiolagy, Yong Loa Lin School of Medicine, National University of
dan t Singapore, Singapore 117597, Republic of Singapore”

5

5 Received 9 October 2009/ R eturned for modification 22 December 2009/ Accepted 10 February 2010
Address: 'l p
Email: Estl P We have developed a high-resolution melting (HRM) assay to scan for mutations in the rpoB. inhA, ahpC,
San ch;::{&,l It and kar(G genes and/or promoter regions for the detection of rifampin and isoniazid resistance in Mycobacte-

rinm tuberculosis. For assay development, 23 drug-resistant isolates of M. muberculosis having 29 different

* Cormrespe Y z : 3 ok .
P d mutations, together with 40 drug-susceptible isolates. were utilized. All 29 mutations were accurately detected

A by our assay. We further validated the assay with a series of 5% samples tested in a blind manner. All sequence
:51 alterations that were within the regions targeted by the HRM assay were correctly identified. Compared against

resulis of DNA sequencing, the sensitivity and specificity of our HRM assay were 1%, For the blinded

Published: ~+ samples, the specificities and sensitivities were 89.3% and 1009, respectively, for detecting rifampin resistance
Virology Jou Tr and Y8.1% and 83.3%, respectively, for detecting isoniazid resistance, as isolates with mutations in regions nol
This article ti encompassed by our assay were not detected. A C-to-T sequence alteration at position —15 of the ahpC

R regulatory region, which was previously reported to be associated with isoniazid resistance, may possibly he a

polymorphism, as it was detected in an isoniazid-susceptible M. muberculosis isolate. HRM is a rapid, accurate,
simple, closed-tube, and low-cost method. It is thos an ideal assay to be vsed in countries with a high
prevalence of drug-resistant M. fuberculosis and where cost-effectiveness is essential. As a mutation-scanning
assay for detecting drog-resistant M. suberculosis, it can potentially lead to better treatment outcomes resulting
from earlier treatment with the appropriate antibiotics.

Fax +0l 7 3158 1334
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44++8l Che cosa & I'analisi di Melt ad alta risoluzione (HR ~ M)?
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 La High Resolution Melt (HRM) e un’estensione della precedente analisi di dissociazione del
DNA.

> E un’analisi post-PCR, nello stesso tubo, che caratterizza campioni di DNA sulla base del
comportamento dissociativo dsDNS-ssDNA all’aumentare della T

 Permette di studiare piccole differenze di sequenza, basandosi sulle modificazioni che queste
provocano sulla Temperatura di Melt, seguendo la dissociazione del doppio filamento durante
il passaggio da una temperatura minore ad una maggiore

1 Uno strumento capace di eseguire una HRM | e —

raccoglie i segnali di fluorescenza \ T Meli phase
con un’estrema precisione ottica e termica T
rispetto ai metodi tradizionali

e

& N A B A 1]

i=| Premelt phase Postmelt phase

Fluorescence

Temperature
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-++4++48 | a Chimica
QIAGEN

Chimiche, intercalanti

Il SYBR™ Green | & tossico per le reazioni di
PCR quindi le concentrazioni utilizzate sono
molto basse

Siti non saturati permettono al fluorescente
di ridistribuirsi quando inizia la reazione di
melting

SYBRe Green |

La tecnologia del fluorescenti “saturanti”’per ’lHRM -LCGreen™ |,
EVA Green, Syto 9

| fluorescenti saturanti sono meno tossici

quindi possono essere utilizzati in A 0
concentrazione maggiore consentendo la

saturazione di tutti i siti \ \

Ipotesi: la saturazione elimina la possibilita Y
che il fluorescente si ridistribuisca durante |

melt
LC Green™ |




444448l | a Strumentazione
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Non tuttti gli strumenti per PCR real time possono eseguire una HRM
1 Per eseguire questa analisi, uno strumento deve possedere:

» Alta intensita e sensibilita ottica __: per poter rilevare anche piccoli cambiamenti nella
fluorescenza emessa.

» Un controllo della temperatura molto preciso ____: per permettere piccoli incrementi di
temperatura (aumentare la risoluzione).

» Uniformita di temperatura vicino alla perfezione

» Alta velocita di acquisizione dei dati.

O L'utilizzo di uno strumento che possiede queste caratteristiche non
solo permette di eseguire analisi di HRM, ma assicura I'ottima _gualita
strumentale anche per le classiche reazioni di PCR Real Time!
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11118 Acquisizione dei dati
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g0
|N0rmalisati0n Region 1 | Mormalization Region 2
?D—E%
?.:::ME
—
au-‘a__ﬁh
%50-
Eam
304
20 4
104
ﬂ g2 BZI.S Eil3 BSI.S Eil4 84I.5 8:5 BSI.S 8;3 BBI.S BIT" E?I.S Ei:c_i BBI.S EE;EI BEII.S 9:3
der.
4 Curve di melt normalizzate—selezionando le regioni lineari prima e dopo la
transizione di melt
4 Due regioni definite—superiore 100%DNA a doppia elica/ inferiore DNA a singolo
filamento
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a Rotor-Gene 6000 Series Software YIRTUAL MODE - 032806 bG 05 2
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098900 . : . :
L IO LI Genotipizzazione degli SNPs di classe 4
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SNP Base Typical Tm Rarity (in
Class Change Shift humans)

1 C/T and G/A Large>0.5TC 64%

2 C/A and G/T 20%

C/IG 9%

Very Small
AIT <0.2TC 7%

B & % § %

SNP classes as described by Venter et al 2002

F

gt F F ¥ @

g

Example of a class 4 SNP on the Rotor Gene (MCT A1470T)
The rarest and most difficult SNP to discriminate.
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CHE COSA INFLUISCE
SULL'HRM?

L
\ >

Tre |1 parametri principall............




444+l [°Parametro: LA STRUMENTAZIONE
QIAGEN

1 Due sono le caratteristiche principali che uno strumento deve possedere per
poter fare HRM:
» UNIFORMITA’' DI TEMPERATURA
» UNIFORMITA' DI ECCITAZIONE

rProbe information

F AT 97T
s emees .-eae » C oW P
: F A4 9T
ceneBessssnan 2
AR R R R E R RERE T
EE R R EEREEENE © w0 g
L B B e 2 os - [F HID 97.43C
F A2 984T
LA R B R-R-N B N B N N CoWE P
BB B B - - =
N B N . & 8 ™ Manual Probe Contral

v Suface  ‘well

Time: |2:59  Step: |2 Plateautime: |0:05  Awg: [96.99°C  Spd: |1.53%C  Mim: [96.11°%C  Max: 37.64°C |-1




44444 [°Parametro: la strumentazione
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1l Rotor Gene Q risulta essere il miglior
candidato perché:

v' La temperatura tra le diverse provette nel
rotore, puo variare al massimo di 0,01 . |l

blocco Peltier porta ad una differenza anche di

alcuni T tra diversi pozzetti.

v Stessa temperatura sul tappo e sul fondo della

provetta.

v Utilizzo di led invece che lampade alogene

v" Percorso della luce identico per tutte le

provette (sistema ottico in posizione fissa)

v Luce e fotomoltiplicatore a 90C.




ITTIT 8 Le conseguenze di una strumentazione

00000 py : :
eYe=Yll Imprecisa e non uniforme

Normalized melting curves of two different instrume nts.
Herrman et al., 2007, Clinical Chemistry 53, No. 8




44444l |I°Parametro: Il DNA e la reazione
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Analizzare frammenti di DNA brevi < a 250 pb:

Frammenti piu lunghi sono comunque analizzabili ma con minore risoluzione.
Questo percheé la variazione di una singola base incide molto di piu sulla Tm di
unframmento di 100pb che su di uno di 500pb.

1 Analizzare un singolo prodotto puro:

Campioni contaminati con artefatti post amplificazione come primer dimers o
prodotti non specifici possono rendere i risultati di HRM difficili da interpretare.

1 Utilizzare templato a sufficienza prima dellamplif  icazione:

Valutare la qualita dell’amplificato, controllando che tutte le curve terminino piu o
meno allo stesso valore di fluorescenza ed abbiano un andamento simile.
Valutare i Ct dei diversi campioni controllando che questi siano simili tra loro e
che non abbiano Ct>30. Eseguire una comparative quantitation accertandosi
che l'efficienza della reazione sia per tutti superiore a 1,4. Campioni che non
posseggono queste caratteristiche vanno esclusi dall’analisi.

J Range di temperatura di analisi HRM:
Impostare un range di HRM di 10 T centrato sulla T m osservata.
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QIAGEN

importante verificare:

primer

] Durante il set up della

reazione e

» Possibilita di strutture secondarie

» Percentuale GC del DNA target

» Omogeneita della concentrazione di
DNA amplificato tra i diversi campioni

» Possibilita di formazione di dimeri di

<+ 9 |[I°Parametro: IL DNA e LA REAZIONE

m\"‘af g t\c
s o
F ky
¥ t=.
F &
d
G b
]
t z
e t
BRI ;
® 5 o
B ;
A, :
L] 2, lIIl:.
& R t:,I:.
B -
‘E‘-—a__a_r[ qI’EP :\m
5 EM
dG = 1.221%A




PP |II°Parametro: Precisione dell’'operatore e della

esoe9
QIAGEN

strumentazione accessoria

J L'HRM e una metodica altamente sensibile

1 Piccole variazioni nel setup della reazioni possono determinare cambiamenti

importanti nei risultati.

> Errori di pipettamento
» Errori degli strumenti accessori (es. pipette starate)
» Errori nella conservazione dei reagenti

> Reagentario non appropriato.




44+l Vantaggi del’HRM
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O Economica rispetto alle altre tecniche di genotipizzazione come

sequenziamento e tipizzazione basata sull’'uso delle sonde

0 Veloce e sensibile: un elevato numero di campioni in tempi brevi

0 Semplice e pratica: puo essere realizzata in ogni laboratorio in cui si trovi un
RGQ!

2 Non richiede la riapertura delle provette: rapidi cicli di PCR sequiti dall’analisi
HRM

0 Il campione non viene ‘consumato’ ma puo essere utlizzato in analisi

successive (es.sequenziamento)

0 Una gamma di applicazioni illimitata
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-++++48l Alcune applicazioni in ambito microbiologico
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= Jourmwar oF Cumical MicrosioLocy, Apr. 2010, p. 1047-1054 Vol. 48, No. 4
vl - st 137/10/$12.00  doi:10.1128JCM.02036-09
Copyright © 2010, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Rapid Detection of Rifampicin- and Isoniazid-Resistant

Resear ; : : :
Dete|C Mycobacterium tuberculosis by High-Resolution
| 2 T 2 ?

‘N ce 'B; Melting Analysis
SUrve T Danny C. T. Ong,' Wing-Cheong Yam,” Gilman K. H. Siu,” and Ann S. G. Lee'~*

E Division of Medical Sciences, National Cancer Centre, Singapore 169610, Republic of Singapore'; Department of Microbiology,
ESTh'E' ‘ Li Ka Shing Faculty of Medicine, the University of Hong Kong, Pokfulam, Hong Kong Special Adminisirative Region,
and N 5 China®; and Depanment of Microbiolagy, Yong Loa Lin School of Medicine, National University of
dan t Singapore, Singapore 117597, Republic of Singapore”

5

5 Received 9 October 2009/ R eturned for modification 22 December 2009/ Accepted 10 February 2010
Address: 'l p
Email: Estl P We have developed a high-resolution melting (HRM) assay to scan for mutations in the rpoB. inhA, ahpC,
San ch;::{&,l It and kar(G genes and/or promoter regions for the detection of rifampin and isoniazid resistance in Mycobacte-

rinm tuberculosis. For assay development, 23 drug-resistant isolates of M. muberculosis having 29 different

* Cormrespe Y z : 3 ok .
P d mutations, together with 40 drug-susceptible isolates. were utilized. All 29 mutations were accurately detected

A by our assay. We further validated the assay with a series of 5% samples tested in a blind manner. All sequence
:51 alterations that were within the regions targeted by the HRM assay were correctly identified. Compared against

resulis of DNA sequencing, the sensitivity and specificity of our HRM assay were 1%, For the blinded

Published: ~+ samples, the specificities and sensitivities were 89.3% and 1009, respectively, for detecting rifampin resistance
Virology Jou Tr and Y8.1% and 83.3%, respectively, for detecting isoniazid resistance, as isolates with mutations in regions nol
This article ti encompassed by our assay were not detected. A C-to-T sequence alteration at position —15 of the ahpC

R regulatory region, which was previously reported to be associated with isoniazid resistance, may possibly he a

polymorphism, as it was detected in an isoniazid-susceptible M. muberculosis isolate. HRM is a rapid, accurate,
simple, closed-tube, and low-cost method. It is thos an ideal assay to be vsed in countries with a high
prevalence of drug-resistant M. fuberculosis and where cost-effectiveness is essential. As a mutation-scanning
assay for detecting drog-resistant M. suberculosis, it can potentially lead to better treatment outcomes resulting
from earlier treatment with the appropriate antibiotics.

Fax +0l 7 3158 1334
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FYYTT B Analisi di Melt ad alta risoluzione delle regionir  ipetute

b ryall spa dello Staphilococcus aureus

La regione X ipervariabile della proteina A (spa) stafilococcica e utilizzata solitamente per la
genotipizzazione tramite sequenziamento a singolo locus di Staphilococcus aureus

Questo locus contiene una struttura complessa ripetuta che si pensa sia soggetta a ‘ slipped-
strand-mispairing’ e ricombinazione. Inoltre il dominio extracellulare della proteina A e
soggetto a sorveglianza immunitaria che si pensa possa far aumentare la sua velocita di
evoluzione.

Di conseguenza esistono 2366 tipologie di spa (Ridom SpaServer database).

«nonostante la tecnologia del sequenziamento sia molto efficace, metodi di
genotipizzazione non basati sul sequenziamento sembrano altrettanto
vantaggiosi»... «in particolare le piattaforme di PCR Real Time consentono la
genotipizzazione in singolo step e in tubo chiuso e possono essere condotte
parallelamente alla diagnosi, possono inoltre indagare classi differenti di
polimorfismi genici..»

«queste caratteristiche possono costituire vantaggi reali per | laboratori di
microbiologia»

-31- Sample & Assay Technologies



-++++4 In breve...

QIAGEN

Inizialmente I'analisi HRM e stata condotta su 22 sequenze spa conosciute, provenienti da 44
ceppi MRSA isolati per questo studio.

Per valutare rigorosamente la capacita discriminatoria del’lHRM, il gruppo includeva
isolamenti multipli con ‘tipologia di sequenza multilocus’ identiche MLST o profili di SNP
derivati da MLST poiche si pensa che abbiano sequenze molto simili tra loro.

Le 22 sequenze di spa includevano 5 tipi nuovi:
3 con nuove combinazioni di unita ripetute note
2 con unita ripetute non note (nuove)

«Tutte le sequenze analizzate differivano tra loro di una singola base, In
modo da testare rigorosamente I'analisi»

-32- Sample & Assay Technologies



4444 Risultati
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P¥YYT § Detection rapida della resistenza alla Rifampicina

5'|A°GE§ all’'lsoniazide di Mycobacterium tuberculosis

« Il test tramite analisi HRM e stato sviluppato per identificare le mutazioni nei geni rpoB,
inhA, ahpC, e KatG e/o loro promotori per la detection della resistenza del Mycobacterium
tuberculosis alla Rifampicina e Isoniazide.

« Per la realizzazione del test sono stati utilizzati 23 isolamenti di M.tuberculosis resistenti al
farmaco con 29 mutazioni diverse, e 40 isolamenti farmaco sensibili.»

«Tutte le 29 mutazioni sono state rilevate dal test.»

« Comparate con i risultati di sequenziamento del DNA, lesensibilita e specificita del test
HRM sono risultate del 100%>»




QIAGEN

Detection rapida della resistenza alla Rifampicina

all’'lsoniazide di Mycobacterium tuberculosis

Vo, 48, 2010 HRM FOR RIF AND INH RESISTANCE DETECTION 1051
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