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2. CAMPO DE APLICACAO

Este procedimento aplica-se ao Servico de Referéncia Nacional em Esquistossomose
(RNE) do Instituto René Rachou.

3. DOCUMENTOS ASSOCIADOS

LHMM SR-02 Registro de Recebimento, Fixacdo, Codificacdo e Exame dos
Invertebrados.

LHMM SR-04 Extracao de DNA Pelo Kit Wizard a partir de Amostras Biologicas.

LHMM SR-06 Preparacao do Gel de Poliacrilamida para Visualizacdo do DNA.

LHMM SR-25 Reagentes e Solucbes do Laboratério de Helmintologia e Malacologia
Médica.

GQ-28 Paramentacao e Conduta no Laboratério.

4. DEFINICOES

N&o se aplica.

5. SIGLAS

Agua nuclease free |Agua livre de nucleases

DNA Acido Desoxirribonucleico

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

PCR-RFLP PCR associado a polimorfismo de tamanho de
fragmentos de restricao

Taqg Enzima DNA polimerase Thermus aquaticus

LHMM SR Laboratério de Helmintologia e Malacologia Médica —
Servico de Referéncia
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U Unidade

°C Graus Celsius

mM Milimolar

dNTP Deoxynucleotideo trifosfato

RNA Acido Ribonucleico

MgCl2+ Cloreto de magnésio

KCI Cloreto de potassio

Tris-HCI Tris — Acido cloridrico

pH Potencial Hidrogenibnico

mL mililitro

Primer “Iniciador”, sequéncia de oligonucleotideos complementar

a uma regiao da fita molde
Mix mistura
pL microlitro

6. CONDICOES GERAIS

6.1. Este procedimento envolve locais diferenciados para execuc¢ao, portanto em cada
etapa foi descrito o local apropriado para desenvolver o processo.

6.2. Os requisitos de biosseguranca e conduta no laboratério devem ser seguidos de
acordo com o GQ-28 tais como utilizacao de calca comprida, calgados fechados e baixos,
jaleco de mangas compridas e luvas.

6.3. Para a identificacdo molecular de moluscos do género Biomphalaria é feito um PCR
da regido espacadora transcrita interna do gene do RNA ribossomal, seguido por uma
digestdo com a enzima de restricdo Ddel (PCR-RFLP). Todo o procedimento de
identificacdo molecular exige o uso de plasticos estéreis em cada etapa, ndo sendo
permitida a reutilizacdo destes. Para evitar contaminacédo, o laboratério utiliza um sistema
de areas individualizadas, sendo permitido apenas o fluxo de amostras na sequéncia
descrita abaixo:

Area 1 (sala de mix PCR, capela de fluxo laminar) » Area 2 (Extracdo de DNA, bancada
para colocar DNA) » Area 3 (P6s-PCR, sala de gel).
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7. PROCEDIMENTO

7.1. Mix de PCR: (Este procedimento devera ser feito na sala de Mix PCR — capela de
fluxo laminar). As anotacdes para a PCR deverdo ser feitas no Anexo A e anexadas
diretamente no livro de registro.

7.1.1. Etiquetar um tubo (0,2 mL ou 0,5mL) para cada amostra a ser amplificada.

7.1.2. Fazer os calculos para a reacdo de PCR seguindo os valores abaixo (valores de
referéncia para uma amostra) e preencher todos os dados no Anexo A e anexa-lo no livro
de registro. As guantidades de todas as substancias abaixo, exceto o DNA, devem ser
multiplicadas pelo nimero de amostras mais 2 (margem de erro), e misturadas em um
mesmo tubo (“mix” dos componentes da reacdo de PCR). Para garantir a confiabilidade
da reacgédo, deve-se incluir amostras de DNA como controle positivo de PCR. Designam-se
DNA controle amostras previamente identificadas (os controles devem ser escolhidos de
acordo com a identificacdo morfologica ou localidade de coleta dos moluscos). Além
disso, todos os experimentos deverao ter um controle negativo (sem adicdo de DNA).

Componentes e volumes para mix de PCR (quantidade para 1 reacao de 25 pL):

CONCENTRACAO
Reagente Volume por amostra FINAL (reacdo de 25
pL)
Agua (dgua nuclease free, estéril) g.s.p- 25 uL
dNTP mix (10 mM): 0,5 pL 0,2 mM (cada)
10X PCR Buffer, — Mg 2,5 uL 1x
MgCl; (50mM) 0,75 pL 1,5 mM
Primer ETTS1 (10,0 uM): 0,5 uL 0,2 uM
Primer ETTS2 (10,0 pM): 0,5 pL 0,2 yM
Platinum™ Tag DNA Polymerase (5 =
unidades/pL): (pode ser utilizado de 1U a 30U) 0.25uL 1,25 Ulreagdo
DNA diluido Varia <500 ng/reacéo
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Componentes e volumes para mix de PCR (quantidade para 1 reagéo de 10 pL):

CONCENTRAQAO
Reagente Volume por amostra FINAL (reacéo de 10

L)
Agua (a4gua nuclease free, estéril) g.s.p. 10 pL
dNTP mix (10 mM): 0,2 L 0,2 mM (cada)
10X PCR Buffer, — Mg 1,0 pL 1x
MgCl, (50mM) 0,3 uL 1,5 mM
Primer ETTS1 (10,0 uM): 0,2 pL 0,2 uM
Primer ETTS2 (10,0 puM): 0,2 pL 0,2 uM
Platinum™ Tag DNA Polymerase (5 ~
unidades/pL): (pode ser utilizado de 1U a 30U) 0,1t 1,25 Ulreagdo
DNA diluido Varia <500 ng/reagéo

ATENCAO!

Observar sempre a concentracdo dos reagentes, especialmente dos primers utilizados
para o MIX de PCR. Para uma reac¢do de 25 pL: quando o primer estiver na concentracao
de 50 mM utilizar um volume de 0,1 uL para cada amostra a ser amplificada; caso o
primer esteja a 10 mM, utilizar um volume de 1 pL.

7.1.2.1. Sequéncia dos primers:

Sequéncia do primer ETTS1: (5-TGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’)
Sequéncia do primer ETTS2: (5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3)

7.1.3. Descongelar totalmente todos os reagentes acima, fazer o mix dos componentes da
reacdo de PCR e aliquota-lo nos tubos ja etiqguetados (nha cabine de fluxo laminar dentro
da sala de MIX), colocando o volume total do mix menos o volume do DNA template
diluido que sera adicionado posteriormente, na Sala de Extracdo A solugdo contendo o
mix que sobrar no tubo sera utilizada como controle negativo de reacédo, sem adicéo de
DNA na sala de Extracao.
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7.1.4. Passo opcional: para termocicladores sem aguecimento na tampa, cobrir 0 mix
aliquotado com uma gota de 6leo mineral (para Biologia Molecular) e levar os tubos para
a area designada para colocar DNA.

7.2. Insercdo do DNA no PCR: (Este procedimento devera ser feito na sala de Extracao
de DNA — bancada designada para colocar DNA no PCR).

7.2.1. Fazer uma diluicAo 50X do DNA a ser utilizado: retirar 1,0 uL do DNA estoque
(extraido conforme POP LHMM SR-04) e transferir para outro tubo etiquetado contendo
49 uL de agua (agua nuclease free, ou Milli-Q® autoclavada).

7.2.1.1. A diluicdo do DNA pode ser diminuida ou aumentada de acordo com a quantidade
ou concentragédo do DNA estoque.

7.2.2. Inserir o DNA diluido nos tubos aliquotados, contendo o mix da PCR. Tampar o
tubo, vortexar por 5 segundos e transferi-lo pela janela para a sala de gel.

7.2.3. Na sala de gel, centrifugar o tubo por 3 segundos a 13.000 RPM.

7.3. Amplificacdo do DNA: (Este procedimento devera ser feito na sala de gel — Pos-
PCR).

7.3.1. Colocar os tubos na maquina de PCR (termociclador) preferencialmente quando a
temperatura atingir temperaturas superiores a 75°C no programa que contém o0s
seguintes ciclos:

1 - 95°C por 3 minutos

2 - 54°C por 1 minuto (pode usar de 44°C a 64°C)

3 - 72°C por 2 minutos

4 - 95°C por 45 segundos

5 - 32 vezes do passo 2 até 4 (pode ser de 20 a 50 vezes)
6 - 54°C por 1 minuto (pode usar de 44°C a 64°C)

7 - 72°C por 5 minutos

8 - Final

7.3.2. Ap6s a amplificagcéo, deve-se visualizar o DNA em gel de Poliacrilamida conforme
POP LHMM SR-06. Caso a amplificagao tenha sido observada, prosseguir para o passo
seguinte, de restricdo com enzimas.

7.4. Mix para producao dos perfis de restricao: (este procedimento devera ser feito na
sala de Mix PCR — cabine de seguranca biologica). As anota¢des para a producao dos
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perfis de restricdo poderdo ser feitas no Anexo B ou no caderno de registro, mas neste
caso deve-se anotar todas as informagdes presentes no anexo B.

7.4.1. Descongelar o tampé&o da enzima totalmente.

7.4.2. Calcular o mix para a digestdo que devera conter (por amostra) 1pL do tampéo da
enzima e 0,3uL (entre 0,1 pL e 1 yL) da enzima de restricdo Ddel. Multiplicar este valor
pelo nimero de amostras a serem digeridas mais 2 (margem de erro), e fazer o mix em
um tubo Unico, para posteriormente aliquotar 1,3 pL em cada tubo etiguetado com os
cbdigos das amostras a serem digeridos.

7.4.3. Transferir o tubo com o mix pela janela para a sala de gel (p6s-PCR);

7.5. Inclusdo do mix nas amostras a serem digeridas: (Este procedimento devera ser
feito na sala de gel — P6s-PCR)

7.5.1. Colocar 40 pL de agua diretamente no tubo com o produto amplificado pela PCR
(dgua nuclease free ou Milli-Q® autoclavada). Nos casos em que o produto da PCR
especifica gerar fragmentos fracos a diluicdo pode ser diminuida e nos casos em que 0
produto da PCR especifica gerar fragmentos fortes a diluicdo pode ser aumentada.

7.5.2. Retirar 10 pL da amostra diluida e colocar em um tubo etiquetado correspondente,
contendo 1,3 pL do mix da enzima, totalizando 11,3 pL no tubo (para cada amostra).
7.5.3. Centrifugar o tubo por 3 segundos a 13.000 RPM I.

7.5.4. Colocar os tubos na maquina de PCR (termociclador) e acionar o programa que
contém os seguintes ciclos:

1 - 37°C por 3 horas e 30 minutos
2 - 80°C por 20 minutos
3 - Final

7.5.5. Visualizar o DNA digerido em gel de Poliacrilamida conforme POP LHMM SR-06.
7.6. Comparacéao dos perfis de restricao: (Este procedimento devera ser feito na sala
de gel - P0s-PCR). Recomenda-se a utilizacdo de amostras controle de espécie

conhecida para comparacéo dos perfis de restricao.

ApoOs a visualizacdo do DNA em gel de poliacrilamida os resultados obtidos devem ser
comparados com os perfis espécie-especificos, pré-estabelecidos para todas as espécies
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brasileiras de moluscos do género Biomphalaria (Anexo C), e os resultados obtidos para
o servico de referéncia (RNE) deverdo ser descritos no Registro de Recebimento de
Moluscos, na parte que trata da identificagcdo molecular (Anexo A do POP LHMM SR- 02).
8. RESPONSABILIDADES

Profissionais e colaboradores devidamente treinados para este fim.
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ANEXO A
PCR Especifico
PCR ESPECIFICO
DATA: RESPONSAVEL: NUMERO:
INICIADORES / CONCENTRAGAQ:
MAQUINA: ( )Maqg 1- LAB 1300459 ( )Maq 2: LAB 7011174 ( )Maqg 3:10020429 ( )Mag:
PROGRAMA: ET1 CAPELA DE FLUXO LAMINAR: ECC1300473
AMOSTRA: [Concentragéo] —
COMPONENTES LOTE VAL MIX (__pL) PIPETAS
Agua:
Primer 12
Primer 2:
dNTPs:
Tampéo:
MgCly:
Platinum™ Tag DNA Polymerase
DNA
Oleo mineral:
OBJETIVO:
LHMM SR-05 Anexo A Rev 19
/ANEXO B
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ANEXO B

Restricdo com Enzimas

DATA:
MAQUINA: ( )Mag 1: LAB 1300459

PROGRAMA: RFLP

AMOSTRAS/DILUIGAO:

COMPONENTES:
Componentes/

Quantidade

RESTRIQAO COM ENZIMAS
RESPONSAVEL:
( )Mag 2 LAB 7011174 ( )Mag 310020429

MICROCENTRIFUGA: L AB7011823

Marca Lote Val

NUMERO:

( IMaq

Pipeta

Agua Nuclease Free —

Enzima [nome da enzima] 0,3pL

Tampao [nome do tamp&o] 1pL

OBJETIVO:

LHMM SR-05 Anexo B Rev 19

IANEXO C
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ANEXO C
Diagrama esquematico dos perfis de PCR-RFLP das
espécies brasileiras do género Biomphalatia
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