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1.

OBJETIVO

38

Padronizar a técnica da PCR em Tempo Real baseada na metodologia SYBR Green, para

diagndstico e deteccao de Mycoplasma spp.

2.

CAMPO DE APLICACAO

Esse procedimento aplica-se a deteccdo de Mycoplasma spp. através da técnica de gPCR no

laboratdrio Pargen.

3.
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4.

EQUIPAMENTOS E INSUMOS
Amostra de DNA extraido

Vortex

Micropipetas

Luvas sem p6

Ponteiras

Aguas livre de nucleases

Primers

Brilliant 111 SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent)
Centrifuga

Alcool 70%

Microtubo de 2 mL

SIGLAS

PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase
gPCR: PCR em Tempo Real

DNA: Acido Desoxirribonucleico
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5. DEFINICOES
Para os efeitos deste Procedimento Operacional Padrdo, aplicam- se as seguintes

definicdes:

Amostra de DNA: amostra previamente extraida de bactérias do género Mycoplasma spp.
provenientes de cdes e gatos.

Primers: sdo pequenos fragmentos de DNA, complementares e especificas as extremidades do
fragmento alvo de DNA.

No Template Control: ele é configurado da mesma forma que os outros pogos com DNA,
porém sem amostra de DNA molde.

Agua livre de nucleases: agua ultrapura livre de contaminantes, pois as nucleases podem
degradar os &cidos nucleicos e ocorrer uma falha no processo de PCR.

Master Mix: solucdo que contém todos os reagentes necessarios para a reacdo qPCR com

excecdo do DNA alvo e primers.

6. PROCEDIMENTO
A. Utilizar todos os EPIs (Equipamento de protecéo individual).
B. Retirar do freezer os reagentes e as amostras de DNA, aguardar um tempo para descon-
gelar a temperatura ambiente.
C. Utilizar o agitador vortex para homogenizar os reagentes e centrifugar
D. Preparar a solu¢do mix em um microtubo de 2,0 ml. A reagdo qPCR foi padronizada em

um volume final de 20 puL, contendo 10 pL do master mix, 7,0 de
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agua livre de nucleases, 0,5 de primer reverse, 0,5 de primer forward e 2 uL de DNA para

cada amostra conforme apresentado na tabela 1.

E.
F.

Identificar os tubos.

Logo em seguida, homogenizar a solucgdo de 10 pL e transferir para cada microtubo de

0,2 pL.

acordo com a tabela 2.

Tabela 1. Volume dos reagentes

Reagentes Volume
Master Mix 10 uL
Agua livre de nucleases 7 uL
Primer forward 0,5 uL
Primer reverse 0,5 uL.
DNA 2uL
Tabela 2: Condigdes de ciclagem.

Temperatura Duracéo N° de ciclos Estagio
95°C 3 minutos 1 Desnaturacéo
95°C 10 segundos 40 Desnaturacéo
60°C 20 segundos Anelamento/extenséao

45°C-95°C 5 min 1 Curva de melting

Ligar o equipamento de gPCR e configurar o software nas condi¢des de ciclagem de
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6.1 Interpretacao dos resultados:
A. Amostras positivas devem mostrar curva de amplificacdo do grafico superior e um pico
de melting entre 80°C e 81°C do grafico inferior.
B. A auséncia do pico de melting caracteriza amostras negativas. Em caso de amplificagéo
no controle negativo os resultados das amostras devem ser descartados e 0 ensaio deve

ser repetido.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Foi desenvolvido um POP, para a deteccdo de espécies de Mycoplasma spp. atraves de
um par de oligonucleotideos iniciadores que amplificam a regido 16S rRNA desses
microrganismos. Através da otimizacdo, os primers demonstraram ser especificos para a
deteccdo de Mycoplasma spp., ndo amplificando os outros hemoparasitas.

Os testes de validacdo comprovaram sua eficiéncia de amplificacdo em diferentes
temperaturas e concentracdes realizados em triplicata. O limite inferior de deteccdo foi de 4
copias de DNA e as 20 amostras investigadas, 11 amplificaram para Mycoplasma spp. Dessa
forma, a producdo do POP garante a padronizacao de servigos e produtos e oferece um ensaio

clinico seguro e de qualidade que pode ser usado em laboratério de andlises clinicas.



