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Protocolo de uso do conjunto de primers e sondas para deteccao de Babésia spp(FAM),
Ehrlichia canis (HEX) e Anaplasma platys (ROX) por PCR em Tempo Real (QPCR)

BEAMULT-50
50 reacdes
Transporte: -20°C

1. USO PRETENDIDO

O conjunto de reagentes é utilizado para a detecgcdo de sequéncias do DNA de Babésia spp, Ehrlichia
canis e Anaplasma platys a partir de amostras biolégicas submetidas a métodos de extragéo e purificagéo
de DNA.

2. PRINCIPIO DO TESTE

Atécnica de PCR em Tempo Real (QPCR) permite determinar a presenca da sequéncia alvo de DNA, através
da amplificacdo de parte de regibes especificas de material genético e multiplicar em milhdes de copias.
Para que seja possivel amplificar determinado fragmento, é necesséario conhecer a sequéncia a ser
amplificada e utilizar alguns reagentes e componentes especificos. Nao é recomendado o uso de
“Referéncia Passiva” durante a reagao de gPCR. Desabilite esta opgao na programacao do equipamento a
ser utilizado.

3. EQUIPAMENTOS E INSUMOS NAO FORNECIDOS

Equipamentos: Workstation para PCR, micropipetas calibradas de volume variavel (0,5 a 1000uL), agitador
tipo Vértex e termociclador de PCR em Tempo Real com filtros para leitura dos fluor6foros FAM, HEX e
ROX.

Insumos: Microtubos de 0,2, 1,0 a 2 mL, ponteiras com filtro de 0,5 a 1000uL, placas ou tubos de PCR
especificas de acordo com o modelo/ fabricante do termociclador e selantes 6ticos para as placas de PCR
de acordo com o modelo/fabricante do termociclador gPCR.

Reagentes disponibilizados:

Componentes Descricéo Quantidade Volume
2X Tampdo de reacédo . 1,0 yuL
RT-gPCR Mistura de gPCR 1 frascos
Primers e Probes 1 frasco 100 pL
Babésia spp/ FAM, Oligonucleotideos e
Ehrlichia canis/ HEX e Sondas Fluorescentes
Anaplasma platys/ ROX

, Tampéo da Enzima Hot 1 frasco 50 pL
Enzima gPCR Start Taq DNA polimerase
Aqua Agua ultrapura DNAse e 1 frasco 1,0 mL
9 RNAse Free
Controle Positivo (SpL = B;bkééiilgtencgr?rﬁ:;ia 1 frasco HooH
2.500.000 Copias/mL) . P,
canis e Anaplasma platys
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O DNA deve ser extraido usando kit de extracdo de acido nucléico, de acordo com as instru¢des do

fabricante.

O DNA extraido deve ser armazenado em gelo ou a 4 °C, até momento do uso, ou a -20°C para

Tabela 1 — Reagentes utilizados na reacéo
4. PREPARO DA AMOSTRA

armazenamento em longos periodos.

5. REACAO DE PCR EM TEMPO REAL (qPCR)

a) Preparar Mix da reacdo, conforme a Tabela 2, em tubo de 1,5 mL.

b) Adicione 15uL do Mix da reacéo em tubos de 0,2mL ou placas, de acordo com o equipamento.
c) Adicione 5uL da amostra ao po¢o contendo o mix da reacao.
d) Adicione 5uL do Controle Positivo em um diferente poco contendo o mix da reacéo.

e) Homogeneize com auxilio de uma pipeta.

f) Levar ao equipamento para a leitura.

Observacéo! - Todo o procedimento deve ser feito com os tubos em gelo.

Observacgédo? - Ndo deve ser ultrapassado 30 minutos entre o preparo do Mix e o inicio da leitura da reacao

no equipamento.

Reacéo 1
2X Tampao de reacdo RT-gPCR 10,0 pL
Primers e Probes Babésia FAM, Ehrlichia HEX 2,0 L
e Anaplasma ROX '
Enzima gPCR 1,0 pL
Agua 2,0 L
Controle Positivo ou Amostra 5,0 uL
Volume final de reagao 20,0 pL

Tabela 2 — Preparo do Mix de reagdo

6. CONFIGURACAO DO EQUIPAMENTO DE PCR EM TEMPO REAL

Defina os canais de fluorescéncia e programe o termociclador, de acordo com as instrucdes do fabricante.
O volume total da reagéo € de 20uL, um controle positivo e um negativo sao necessarios para cada ensaio,

independentemente da quantidade de amostras processadas.
O equipamento deve ser configurado em 2 etapas, conforme descrito na Tabela 3:

Etapa | Temperatura Tempo Ciclos
1 95 °C 2 minutos 1
2 95 °C 15 segundos 40

60 °C* 45 segundos

* selecionar a leitura da fluorescéncia na etapa 2 - 60 °C.
**desativar a opcao “Referéncia Passiva” no equipamento.
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Tabela 3 — Programa de ciclagem

Canais de detecgéo do setup de Programas de fluorescéncias:

Alvo Fluoro6foro
Babésia spp FAM
Ehrlichia canis HEX

Anaplasma platys ROX

Tabela 4 — Canais de deteccao

7. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

As amostras que apresentarem sinal de fluorescéncia, isto €, amplificacdo para o alvo no canal de
fluorescéncia FAM, HEX ou ROX com Ct abaixo de 40 seréo consideradas positivas para a detecgédo do

respectivo alvo.

A mesma amostra pode apresentar-se POSITIVA para mais de um alvo.

O resultado do teste sera considerado DETECTADO OU POSITIVO.

As amostras que NAO apresentarem sinal de fluorescéncia, isto €, ndo amplificarem para o alvo no canal de
fluorescéncia FAM, HEX ou ROX, serdo consideradas negativas para a detec¢éo do respectivo alvo.

O resultado do teste sera considerado NAO DETECTADO OU NEGATIVO

Resultado Ct

Alvo (fluoréforo) Interpretacéo
<40 (FAM) N
Babésia spp (FAM) ND (HEX) Po;glggsﬁ);ra
ND (ROX)
ND (FAM) N
Ehrlichia canis (HEX) <40 (HEX) POSiivo par
ND (ROX)
ND (FAM) N
poalesme s | (e el pore
<40 (ROX)
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8. POSSIVEIS PROBLEMAS ENCONTRADOS

Problema

Provavel Causa

Recomendacao

Sem deteccdo de sinal em
nenhum dos canais, incluindo o
controle positivo

Operacéao do

eguipamento

inadequada

Verificar a calibracdo do
equipamento e repetir a reagado
sob condicdes corretas.

Preparo incorreto da reacdo

Checar todos os reagentes e
repetir reagéo

Reagentes armazenados de
forma inadequada

Repetir a reagdo com novos
reagentes

Sem deteccdo de sinal do

Controle Positivo.

Preparacgéo incorreta da | Verificar o protocolo e repetir a
reacao. reacao.
Evitar congelar e descongelar o
varias vezes. Quando
Armazenamento inadequado | descongelado, manter 0
da reagdo e/ou possivel | controle positivo em gelo, isso

contaminacgdo da amostra.

ird impedir a degradacéo. Se
possivel aliquotar o controle e
utilize apenas no uso.

9. FONTES POTENCIAIS DE VARIABILIDADE

Pipetagem, calibragéo de pipetas e qualidade do DNA extraido.

10. INTERFERENCIAS
Residuos de fenol, cloroformio, sais e etanol provenientes da purificacdo do DNA. Para tanto, recomenda-
se uma padronizacédo da eficiéncia de extragdo com elevado rendimento para evitar estes interferentes.
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