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RESUMO

Entre as infeccbes sexualmente transmissiveis, destaca-se a gonorreia, uma
infeccdo considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como pandémica e
tendo como agente etiolégico a bactéria N. gonorrhoeae, um diplococo Gram
negativo, ndo flagelado, aerdbico, e portador de fimbrias que garantem maior
aderéncia a superficie celular. Realizar a deteccédo dos portadores assintomaticos
de gonorreia € um desafio permanente. Entre as estratégias propostas em
literatura, esta o rastreamento de infec¢des sexualmente transmissiveis (IST) em
mulheres assintomaticas nos servi¢os que executam atendimento ginecolégico, em
especial os de planejamento familiar, de pré-natal e os servicos de prevencédo do
cancer cervical. O presente trabalho tem o objetivo de padronizar a técnica de PCR
em tempo real ou PCR quantitativo (qPCR) baseada no sistema SYBR Green, para
diagndstico da infeccdo por N. gonorrhoeae no laboratério de pesquisa da UNISA.
Trata-se de um estudo experimental, quantitativo e laboratorial. Foi utilizada como
amostra uma cultura de N. gonorrhoeae, desta foi extraido o DNA genémico e
quantificado. O material extraido foi submetido PCR em tempo real, com
sequéncias de iniciacdo (primers) pré-estabelecidas, seguida da analise de curva
de desnaturacdo e curva de amplificacdo. A partir da execu¢do do método, obteve-
se como resultado um protocolo operacional padrdo para diagnéstico da infeccdo
por N. gonorrhoeae no laboratério de pesquisa da UNISA. Os testes moleculares
sdo mais sensiveis do que a cultura para o diagnostico da gonorreia. No entanto,
por ser um método de diagndstico recente e ainda em padronizagdo, sugere-se 0
desenvolvimento de maiores estudos que suportem sua padronizacao.

Palavras-chave: Diagnéstico molecular; Neisseria gonorrhoeae; PCR



ABSTRACT

Among sexually transmitted infections, gonorrhea stands out, which is currently
considered a pandemic by the World Health Organization. Causative agent of
gonorrhea, the bacterium Neisseria gonorrhoeae, an aerobic diplococcus gram-
negative, non-flagellated and bearer of fimbriae that guarantees greater adhesion to
the cell surface. Detecting asymptomatic carriers of gonorrhea is an ongoing
challenge. A proposal in the literature is the screening for sexually transmitted
disorders (STIs) in asymptomatic women in services that provide gynecological
care, especially family planning, prenatal care and cervical cancer prevention
services. This work aims to standardize a real-time PCR or quantitative PCR
(gPCR) technique based on the SYBR Green system, for the diagnosis of N.
gonorrhoeae infection in the UNISA research laboratory. It is an experimental,
quantitative and laboratory study. A culture of N. gonorrhoeae was used as a
sample from which genomic DNA was extracted and quantified. The extracted
material was subjected to real-time PCR, with pre-designed primers, followed by
denaturation curve and amplification curve analysis. Upon execution of the method,
a standard operating procedure for the diagnosis of N. gonorrhoeae infection in the
UNISA research laboratory was obtained. Molecular tests are more sensitive than
culture to diagnose gonorrhea. However, as this is a recent diagnostic method and

is still being standardized, further research is needed to support its standardization.

Keywords: Molecular diagnosis; Neisseria gonorrhoeae; PCR
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1. INTRODUCAO

As infec¢des sexualmente transmissiveis (IST) séo, por definicdo, doencas
causadas por agentes infecciosos, virus e bactérias, transmitidas pelo contato
sexual oral, vaginal ou anal quando realizados sem o0 uso de preservativos. Entre
estas, destaca-se a gonorreia, uma infecgéo considerada pela Organizagao Mundial
de Saude (OMS) como pandémica e tendo como agente etioldégico a bactéria N.
gonorrhoeae, um diplococo Gram negativo, ndo flagelado, aerébico, e portador de
fimbrias que garantem maior aderéncia a superficie celular (BRASIL, 2015; OMS
2016).

Também chamada de blenorragia, pingadeira ou gota matinal. A gonorreia
tem por caracteristica clinica a presenca abundante de corrimento viscoso e
purulento pela uretra, tanto em homens como em mulheres. Sua importancia a nivel
sanitario se da pela alta incidéncia ha décadas em todo o territério nacional e
internacional. Estimativas da OMS apontam para a incidéncia anual de 340 milhdes
de casos de gonorreia (HOCKENBERRY et al., 2016). No territério brasileiro,
atualmente, ndo estdo disponiveis taxas consolidadas especificamente acerca dessa
infeccdo, pois o Sistema Unico de Saude (SUS) notifica compulsoriamente apenas
casos de HIV/AIDS, Sifilis congénita e Sifilis Gestacional, no entanto, estimativas
apontadas pela Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO)
baseadas em estudos envolvendo determinadas parcelas da populagdo apontam
para prevaléncias de média de 18%, o que certamente ndo reflete o cenéario do
territorio brasileiro (FEBRASGO, 2018; HOCKENBERRY et al., 2016).

Referente ao quadro clinico, apesar de grande parte dos acometidos serem
assintomaticos, as manifestacdes clinicas desta patologia sao didaticamente
divididas em: infeccdo local assintomatica e sintomatica ndo complicada, infeccéao
local complicada e infeccdo gonocdcica disseminada. Na mulher, a endocervicite € o
primeiro local da infeccdo gonocdcica, muito embora a uretra esteja comprometida
em 70 a 90% das infectadas. Nas mulheres sintomaticas, as manifestacdes clinicas
surgem em media dez dias ap6s o0 contagio. Os sintomas mais comuns Sao:
corrimento vaginal, disuria, sangramento intermenstrual e dispareunia. Ao nivel do
colo uterino é frequente a presenca de secre¢cdo mucopurulenta, eritema, friabilidade

e ectopia. A nivel de infeccdo cronica, as consequéncias em geral sdo cicatrizes
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tubarias que podem causar infertilidade ou gravidez ectépica (LIMA et al., 2014;
BARBOSA et al., 2010).

Realizar a deteccdo dos portadores assintomaticos de gonorreia é um
desafio permanente. Entre as estratégias que o Ministério da Saude propde para
suprir essa lacuna estéo os rastreamentos de IST em mulheres assintomaticas nos
servicos que executam atendimento ginecoldgico, em especial os de planejamento
familiar, de pré-natal e os servicos de prevencdo do cancer cervical. Aproveita-se a
passagem da usuaria em consulta de rotina para coleta de material ginecoldgico,
que é encaminhado para deteccao laboratorial da infec¢do gonocodcica que identifica
infeccdo por N. gonorrhoeae através do exame microscopico do material coletado da
lesédo em esfregaco corado pelo método de Gram ou pela cultura (BRASIL, 2015).

A citologia em base liquida € um método recente e foi introduzida na coleta de
material ginecol6gico como uma alternativa a utilizagdo do método convencional de
esfregaco direto, com o propésito de melhora na especificidade e qualidade da
amostra na lamina. Consiste na realizacdo de uma suspensao de células, através da
imersdo da escova coletora em um liquido conservante antes do processamento da
amostra, abrindo a possibilidade de fazer outros testes que néo apenas a leitura da
lamina no microscépio Gtico na coloracdo de Papanicolaou, como o diagndstico
molecular, além de evitar problemas comuns no método convencional, como
excesso de muco na lamina, ressecamento provocado pelo ar e sobreposicao
celular (DAVEY, et al., 2006; FILIPA, 2013).

Nos ultimos anos tem-se empregado a técnica molecular para o diagndstico
das IST que apresenta uma maior especificidade na deteccdo do DNA da N.
gonorrhoeae (MASEK et al., 2009), utilizando o material depositado em meio de
transporte de citologia em base liquida (BENZAKEN, 2016).

Os ensaios moleculares com o uso de PCR sao importantes ferramentas
para a deteccdo de microrganismos e podem contribuir para o diagnostico precoce
com alta sensibilidade, mesmo quando os alvos estdo presentes em quantidades
extremamente baixas (10 a 100 copias de DNA). Nas duas ultimas décadas, 0s
testes de amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT, do inglés nucleic acid
amplification test) foram desenvolvidos e introduzidos para a deteccéo especifica do
DNA/RNA da N. gonorrhoeae.
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2. JUSTIFICATIVA

A prevaléncia das infeccbes por N. gonorrhoeae é a segunda mais alta
dentre as IST bacterianas, ficando atras apenas das infeccfes por Chlamydia
trachomatis. Durante 2005 a 2008, o numero mundial de casos reportados de
infecgbes gonocodcicas aumentou em 21% em adultos entre 15 e 49 anos. Além
disso, a OMS estimou que ocorreram 340 milh6es de casos novos de infec¢ao por
N. gonorrhoeae em 2017 no mundo (OMS, 2017).

Apesar de altamente frequente, ao realizar andlise em literatura percebe-se
uma escassez de informagdo acerca da epidemiologia das infeccdes por N.
gonorrhoeae, principalmente no territério brasileiro, provavelmente por essa
infeccdo ndo estar compreendida na lista nacional de doencas e agravos de
notificagdo compulsoria (LIMA et al., 2014).

Por ndo ser um agravo de notificacdo compulséria, raros os locais de
servicos publicos brasileiros que oferecem sistematicamente a pesquisa desse
patdgeno e, nos servicos privados, normalmente s6 h& pesquisa em casos
sintométicos ou quando um dos parceiros sexuais relata diagnéstico prévio de
gonorreia, estes fatos levam a uma subnotificacdo de casos. As subnotificacdes e
0s registros recentes da elevada capacidade da N. gonorrhoeae em adquirir
resisténcia aos antimicrobianos levaram as autoridades de saude publica a
preocupacao que os métodos de diagnésticos sejam padronizados e consolidados
(UNEMO et al., 2012; HOCKENBERRY et al., 2016).

Desse modo, a realizacdo desse estudo justifica-se pela necessidade de
uma padronizacdo de identificacdo molecular de N. gonorrhoeae e pode ser
relevante para a comunidade académica da Universidade de Santo Amaro, no
sentido de oferecer um protocolo operacional padréo para o diagnéstico molecular
de N. gonorrhoeae que € o primeiro passo para a validacdo do diagndéstico no

laboratoério.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Padronizar a técnica de gPCR baseada no sistema SYBR Green, para

diagndstico da infecgao por N. gonorrhoeae;

3.2 Objetivos especificos

e Padronizar o diagnéstico da infeccdo por N. gonorrhoeae a partir de amostra
de cultura;

e Desenvolver de um protocolo operacional padrdo nos laboratérios de
pesquisa da UNISA (URC) para diagnéstico de infeccao por gonorreia;



14

4. METODOS
4.1 Tipo de estudo

Este é um estudo experimental e de abordagem qualitativa.

4.2 Desenho Do Estudo e Logistica Laboratorial

O estudo parte de uma amostra de cultura de N. gonorrhoeae, seguido das etapas
de extracdo e quantificacdo de DNA, realizacdo de PCR em tempo real (com os
primers selecionados) e obtencao dos resultados que consiste na analise de curva

de desnaturacao e curva de amplificacdo, etapas que serdo descritas a seguir.

4.3. Extracao e quantificacdo de DNA

Para realizagéo da extragdo de DNA foi utilizada uma amostra de cultura de
N. gonorrhoeae, gentilmente doada pela Profa. Silvia Figueiredo Costa do
laboratorio de Bacteriologia, Instituto de Medicina Tropical, USP. Uma aliquota de 5
ml da amostra meio liquido foi coletada, separada em tubo falcon e centrifugada a
1.500 rpm por 3 minutos, para a posterior realizacdo da extracdo de acidos
nucleicos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células lavado com PBS
estéril em duas etapas. Em seguida, foi iniciado o processo de extracdo de DNA
seguindo as indicacbes e recomendacfes de acordo com o fabricante Thermo
Fischer (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit), veja apéndice | para o detalhamento
da técnica.

ApOs o processo de extracdo de DNA, a amostra teve o0 rendimento
quantificado pelo equipamento NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer Thermo) em triplicata (apéndice ). Em seguida, a amostra foi
mantida congelada em -80 °C para posterior analise em PCR.

4.4 Selecao dos Primers

Com base na literatura (Vica et al, 2021), os primers foram selecionados:
GGA TAC GAC GTA ACC TTG ACT ATG G (forward) e CCG ATG TAG AAG ACC
CTT TTG C (reverse) e apos a selecdo foram solicitados ao fabricante Invitrogen.

Os primers foram ressuspendidos para a concentracdo de 100 nM e diluidos com
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agua ultrapura na proporcdo 1:10 (10 nM), para posterior preparo da mistura de
reacao (mastermix) para a qPCR.
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4.5 RT-qPCR

O método molecular utilizado foi o PCR em tempo real ou PCR quantitativo
(gPCR), uma evolucdo do PCR convencional (MASEK et al., 2009). O método
gPCR baseia-se na repeticdo exponencial da duplicacdo de cadeias de DNA da
amostra, a partir dos primers selecionados, gerando quantidade de DNA suficiente
para realizar as analises necessarias para a padronizagao.

O processo envolve as etapas de desnaturacdo, anelamento e
polimerizacdo, que podem ser acompanhadas em tempo real pelo software
StepOne Software v2.3.

Para a ciclagem foi realizado o preparo do mastermix usando SYBR green,
H20, o primer forward e o primer reverse previamente selecionados. O processo
envolveu as etapas de desnaturacdo, anelamento e polimerizacéo e a ciclagem foi
padronizada em 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto, e 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 90°C
por 15 segundos, etapas essas que puderam ser acompanhadas em tempo real
através do programa Step One Plus (Thermo). Para validacdo, o processo de PCR

foi repetido em 3 momentos diferentes.

4.6 Obtencao da Curva de Desnaturacao e da Curva de Amplificacéo

Ao final da ciclagem, através do software StepOne Software v2.3 foram
obtidas as curvas de Desnaturacao - a qual avalia a temperatura necesséria para
romper 50% da fita na etapa de desnaturacdo da fita dupla - e a curva de
amplificacdo, pela qual observa-se a quantidade de ciclos necessarios para
observar a amplificacdo do material. Para obtencdo das médias simples de cada
valor (temperatura de desnaturacdo e curva de amplificacdo) somou-se os valores
de cada variavel obtido em cada um dos 3 testes e dividiu-se por 3. A andlise de
positividade das amostras se deu pela comparacdo das temperaturas de

desnaturacao com testes registrados previamente na literatura.
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5. RESULTADOS

A partir da execucdo do método, um protocolo operacional padrdo para o
Unisa Research Center foi desenvolvido (APENDICE | e II).

A extracdo de DNA iniciou-se a partir de uma aliquota do meio liquido que
continha a amostra positiva para N. gonohrroeae, seguindo as recomendacfes do
fabricante pelo Kit Qiagen DNA mini kit. Apés esse processo, a quantificacdo de 3
dosagens em aparelho nanodrop revelou média de 10,27 + 0,29 ng/ul, conforme

descrito na tabela 1.

Tabela 1. Valores referentes a quantificacédo feita no Nanodrop da amostra
extraida de gonorreia.

ng/ul A260/A280 A260/A230
Dosagem 1 10,60 1,76 1,33
Dosagem 2 10,10 2,04 1,58
Dosagem 3 10,10 2,07 1,48
MédiatDP 10,27+0,29 1.95+0,17 1,46+0,13

ApoOs a extracdo de DNA, pbde-se entdo iniciar a etapa de ciclagem em PCR
da amostra. A técnica de PCR prevé primeiramente um preparo de uma mistura de
reagentes (mastermix) que deve ser adicionado com a amostra para que a
amplificacdo aconteca. A tabela 2 descreve a quantidade de cada produto utilizado,
que foi multiplicado pelo nimero de amostras, que no caso foi uma amostra de
cultura e duas amostras de H20 ultrapura representando o controle negativo. Cada
poco da placa de PCR recebeu 22 ul de mix e 3pul da amostra correspondente.

Tabela 2- Relagdo da quantidade do produto para cada amostra, sempre
multiplicando esses valores de acordo com a quantidade de amostras na placa,
incluindo controles positivos e negativos.

Produtos - Reagentes Quantidade para cada amostra (ul)
Sybr Green MM 12,5ul

H20 7,5l

Primer Forward 1l

Primer Reverse 1ul
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As condigdes de ciclagem para PCR utilizadas estao descritas na tabela 3.

Tabela 3: etapas de ciclagem e variacdes de temperatura configurados para
realizacao do PCR.

Estagio Temperatura — tempo (min)

Holding Stage 95°C - 10:00

Cycling Stage 95°C - 0:15// 60°C — 1:00

Curva de Desnaturacao 95°C - 0:15// 60°C — 1:00 // 90°C — 0:15

Apo6s um tempo médio de 2 horas para cada uma das 3 ciclagens realizadas,
pode-se obter as curvas de desnaturacéo e curva de amplificagdo, como mostra a
Figura 1. Apds o término da reacdo, no software StepOne Plus seleciona-se a
amostra a ser analisada e em seguida seleciona-se a opg¢ao “curva de melting”.
Para comparacdo de duas amostras (por exemplo, controle x amostra) seleciona-
se as duas amostras com a tecla “ctrl” pressionada, e em seguida seleciona-se a
opcédo curva de melting, para niveis de comparacdo. A média das temperaturas de
desnaturacao foi de 76,86 °C (Tabela 4) e a curva de amplificacado iniciou em 10 a
11 ciclos (Tabela 4 e Fig. 1).

Tabela 4 — Descricdo e média das temperaturas de desnaturacdo e curva de
amplificacao.

Experimentos T. de desnaturacéo (°C) Curva de amplificacdo
1 76,47 10
2 77,21 11
3 76,91 10

Média + DP 76,86 + 0.37 10,33 + 0.58
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Figura 1 — Temperatura de Desnaturacao e curva de amplificacdo da amostra
de N. gonorrhoeae. O DNA extraido foi submetido a PCR em tempo real. Séo
mostradas a temperatura de desnaturacao (A, B e C) e a curva de amplificacéo (D,

E e F) do controle negativo e da amostra de N. gonorrhoeae de trés experimentos
realizados independentemente.
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6. DISCUSSAO

A utilizacao da citologia liquida, como ponto de partida para o protocolo a ser
desenvolvido, pode ser considerada um diferencial e uma vantagem desse estudo.
A citologia em meio liquido foi desenvolvida na década de 1990 e implantada com
objetivo principal de atender demandas computadorizadas no diagndstico de
cancer de colo uterino através do diagnostico citopatolégico (FILIPA, 2013). Além
disso, esse método também facilitou o diagnostico molecular, uma vez que um
mesmo material encaminhado para o estudo citolégico pode ser utilizado para a
obtencdo do material genético (LUPPI et al, 2011). Assim, possibilitando a
deteccdo do DNA do HPV e outros micro-organismos como Chlamydia Trachomatis
e N. gonorrhoeae. Outra vantagem do uso do material de citologia liquida para o
diagnéstico molecular é o estabelecimento de padrdes de coleta, reduzindo
variaveis do processo de interferéncia humana e gerando menos desconforto para
os clientes, uma vez que uma Unica coleta é utilizada para mdultiplas analises.
(RAMOS et al.,2002; DARWIN et al., 2002).

Relativo a eficiéncia do método de PCR para diagnéstico de N.
Gonorrhoeae, Akduman et al. (2002) em seus estudos evidenciaram que a
amplificacdo via PCR em tempo real € mais sensivel para as cervicites e uretrites
do que a cultura, pois detecta mais rapido e com menos material, ou sejam detecta
pequenas quantidades de acidos nucléicos em amostras clinicas, independente da
forma de apresentacdo. Diversos autores destacaram em seus estudos a
capacidade dessa técnica detectar até uma Unica particula plasmidica de C.
Trachomati, revelando alta sensibilidade do método (PALMER et al.,2003;
HAUGLAND et al., 2010; GARROW et al., 2002).

Propriamente dita, a reacdo de PCR consiste na obtencdo de milhares de
copias de um segmento de DNA a partir de iniciadores de uma sequéncia de DNA-
alvo, denominados primers. A utilizacdo de primers especificos para cada elemento
de investigacdo é essencial porque sédo eles que definem as regides de DNA a
serem amplificadas e a especificidade da técnica. A literatura vem afirmando que a
sensibilidade destes testes de amplificacdo do DNA é em torno de 20% maior do
gue as demais técnicas de cultura, imunofluorescéncia direta e enzimoimunoensaio
(VALONES et al., 2009).
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Nos testes desse estudo, foi utilizado o método de SYBR Green para
fluorescéncia. O SYBR Green € um corante que se liga a alca menor do DNA dupla
fita. No momento que essa ligacdo ocorre, a intensidade da emisséo fluorescente
aumenta. Quanto mais amplicons de dupla fita forem produzidos, o sinal do corante
aumenta ainda mais. A andlise para esse meéetodo da-se através da curva de
Desnaturacdo, que € gerada por um aquecimento lento e gradativo da dupla fita
amplicom-corante medindo a mudanca na fluorescéncia que resulta quando a sonda
desnaturada, ou “melts”, fora do amplicom. Cada DNA tem sua temperatura de
desnaturacao especifica, e esta é definida como a temperatura em que 50% de DNA
torna-se fita simples. Estas temperaturas sao determinadas pelo comprimento da fita
dupla de DNA e o grau de complementaridade entre as fitas. Caso a fluorescéncia
do corante seja monitorada continuamente através dos ciclos de temperatura, a
desnaturacdo do produto pode ser observada como uma rapida perda de
fluorescéncia proxima a temperatura de desnaturacdo (VALONES et al., 2009).

A média simples de temperatura de desnaturacéo obtida nos 3 experimentos
desse estudo esta de acordo com os estudos de VENTER et al. (2019) e Vica et al.
(2021). Estes trabalhos sobre a deteccdo de N. gonorrhoeae através da técnica de
PCR em tempo real utilizam 35 ciclos apés uma desnaturagcdo de um minuto a
95°C. O numero de ciclos obtidos nas curvas de amplificacdo também esta de
acordo com outros estudos registrados em literatura (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2014).

Para realizacdo do teste com amostras clinicas, cada amostra clinica
previamente armazenada em meio de citologia liquido deve passar pelo processo
de extracdo do DNA genbmico. O DNA deve ser quantificado e adicionado
juntamente com os reagentes para a PCR (mastermix) em placa para PCR. Cada
série de teste deve conter os controles positivos, que nesse caso podem ser as
amostras obtidas da cultura de N. gonorrhoeae como demonstrado no presente
estudo, e o controles negativo com agua substituindo a amostra. A analise do
resultado de PCR em amostras clinicas se d& pela comparacdo das curvas de das
amostras de controle positivo com as curvas de desnaturacdo das amostras
clinicas. (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014).
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7. CONSIDERAQOES FINAIS

No presente trabalho foi padronizar o diagndstico molecular de N.
gonorrhoeae pela técnica de PCR em tempo real utilizando Sybr Green para a
deteccdo do produto amplificado. O diagndstico molecular otimiza os diagndsticos e
rastreios de infec¢cbes tdo silenciosas como a de N. gonorrhoeae, mas que tém
implicagcbes graves como a infertilidade. A técnica permite ainda reconhecer
patdgenos de cultivo trabalhoso ou impossivel de ser cultivado ou que se apresenta
em reduzida quantidade na amostra clinica, além de reduzir o tempo de janela
imunoldgica (LUPPI et al.,, 2011). O emprego dessa tecnoldgica no rastreio de
doencas infecciosa pode aumentar a qualidade de vida da populacdo, além de
impedir a préatica de tratamento empirico e o uso indiscriminado de antimicrobianos,
que acaba selecionando microrganismos resistentes, tornando tratamentos
posteriores mais dificeis e dispendiosos.

Portanto, destaca-se que os testes moleculares sdo mais sensiveis do que a
cultura para o diagnostico da gonorreia. No entanto, por ser um método de
diagndstico recente e ainda em padronizagéo, além de necessitar de equipamentos
especificos, sua utilizacao no sistema Unico de saude ainda é limitada, justificando o
desenvolvimento de maiores estudos que suportem sua padronizagdo. Sugere-se,
ainda, a realizacdo de estudos com amostras clinicas para compara¢cdo com as
amostras analisadas nesse estudo para o estabelecimento do diagndstico molecular

nos laboratérios de pesquisa da UNISA (URC).
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APENDICE |
POP — Extracdo de DNA e Quantificacdo da amostra

Objetivo: Extrair o DNA de N. Gonorrhoeae da amostra de cultura e quantificar a

amostra de DNA no aparelho Nanodrop
Materiais:

e Pipetas e ponteiras com filtro;

e Amostra,

e Eppendorf para amostra extraida;

e DNA extraction reagent kitQlAamp;
e Termobloco

e Alcool etilico 100%

e Centrifuga para eppendorf;
Método:

Extrair o DNA da amostra de cultura de N. Gonorrhoeae seguindo as informacdes
do fabricante do Kit de extracdo de DNA utilizado. Apds a extracdo da amostra

quantificar no aparelho NanodropOne a amostra extraida.
Instrucdes:
Preparo da amostra:

o Centrifugar a amostra com 1.500g por 6 minutos em temperatura
ambiente;

Descartar o sobrenadante, restando o pellet de células;

Colocar 200 pl de PBS estéril e pipetar para misturar;

Separar 200 pl da solugdo em eppendorf;

Centrifugar em 1.500 rpm por 5 minutos;

©O O O o o

Descartar o sobrenadante no descarte com hipoclorito, restando o

pellet de células;
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o Adicionar 200 pl de PBS estéril;

o

Extracéo:

O O O O O o o o

o

Iniciar Extragéo;

Identificar o eppendorf de acordo com a amostra correspondente;

Ligar o Termobloco na temperatura de 55° C;

Adicionar 20 ul de Proteinase K;

Adicionar 200 ul de Buffer de Lise;

Vortex por 10 segundos;

Centrifugar 15.000 rpm por 10 segundos;

Termobloco em 55° C por 10 minutos;

Adicionar 200 pl de Alcool Etilico 100% e misturar com a pipeta (up
and down);

Transferir o liquido para a coluna do kit (aproximadamente 640 pl);
Centrifuga em 15.000 rpm por 2 minutos em temperatura ambiente e
apos centrifugacédo trocar a coluna de baixo descartando a antiga num
recipiente préprio para eppendorfs colunas e silicas, e desprezando o
liquido no descarte de biologia molecular;

Adicionar 500 pul de Buffer de Lavagem/Wash 1;

Centrifuga em 15.000 rpm por 2 minutos em temperatura ambiente e
apos centrifugacédo trocar a coluna de baixo descartando a antiga num
recipiente proprio para eppendorfs colunas e silicas, e desprezando o
liquido no descarte de biologia molecular;

Adicionar 500 pl de Buffer de Lavagem/Wash 2;

Centrifuga em 15.000 rpm por 2 minutos em temperatura ambiente e
apos centrifugacéo trocar a coluna de baixo descartando a antiga num
recipiente proprio para eppendorfs colunas e silicas, e desprezando o
liquido no descarte de biologia molecular;

Adicionar 200 pul de Buffer Eluicdo/AE;

Marcar novo eppendorf e adicionar a silica com o buffer EluicAo/AE;

Centrifuga 15.000 rpm por 1 minuto em temperatura ambiente;



Nanodrop:

o

o O O O

Descarte:
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Reservar o eppendorf com o liquido final.

Ligar o aparelho;

Remover papel de protecdo no sensor com cuidado e esperar
carregar;

Selecionar DNA fita dupla;

Fazer blank com agua MiliQ;

Pipetar a amostra com 2pl no sensor e selecionar Measure;

Anotar o resultado (concentracdo ug/ul, as taxas 260/280 e 260/230)
limpar o sensor e trocar o papel de protecao.

Desligar o aparelho.

Ponteiras: caixas para materiais perfuro cortantes;
Liquidos: recipientes préprios para descarte de liquidos;
Microtubos e materiais plasticos: recipientes proprios para descarte de

plasticos



APENDICE Il

POP - PCR em Tempo Real

Obijetivo: Diagnostico molecular de N. gonorrhoeae.

Materiais:

e Pipetas e ponteiras com filtro;

e Amostras, controles positivos e controle negativo;

e Eppendorf para o Mix;
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e Sybr Green Master Mix, H20 DNAse free, Primer foward e primer reverse

previamente diluido (10nM);

e Placa do PCR e adesivo;

Método:

Preparar o mastermix para ser usado no gPCR, juntamente como DNA extraido,

gue servira como molde para ser amplificado com os parametros necessarios de

temperatura, tempo e cliclos. No final, obtém-se o resultado (curva de temperatura

de desnaturacao e ciclos).

Mastermix:

O valor, da quantidade do produto para cada amostra, deve ser multiplicado pela

guantidade de amostras na placa, incluindo controles positivos e negativos.

Relacdo da quantidade do produto para cada amostra.

Produtos - Reagentes

Quantidade para cada amostra

(k)

Sybr Green MM 12,5ul
H20 7,5ul
Primer F 1pl
Primer R 1pl




Instrucdes:

(@)

O O O o
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Ligar o computador e maquina do PCR em tempo real;

Preparar a estacdo de trabalho (sala de extracdo) para preparo do
mastermix e organizar 0s materiais;

Preparar o Mix de acordo com a tabela acima, de acordo com a
quantidade de amostras/controles obtidas para o estudo;

Preparar a estacéo de trabalho (sala biomol) para o preparo da placa,
organizar os materiais e o desenho da placa;

Pipetar 22ul do Mix para cada amostra na placa de PCR;

Adicionar 3ul do DNA extraido em cada po¢o de acordo com o
desenho da placa; lembrar do controle negativo e positivo;

Ao adicionar a amostra, pipetar para misturar o conteiddo com o Mix;
Trocar de ponteira a cada amostra pipetada em cada poco;

Vedar a placa com adesivo;

Iniciar a programacéo do PCR no computador.

Programacéao do PCR:

O O O o o

Use mesma senha do nome do usuério para logar.

Ignorar aba;

Advanced setup;

Identificar o experimento;

Usar: StepOnePlus (96 wells), Quantation — Standard Curve, SYBR
Green, Standard (2h), e adicionar a curva de Desnaturacéao;

Colocar 1 target e niumero de Sample de acordo com a quantidade de
amostras

Adicionar o Target em todos os espacos preenchidos na placa;
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o ldentificar o mapa das amostras de acordo com a montagem, sendo
as amostras para andlise (U), os controles positivos (S) e negativos
(N);

o Alterar para 25ul no ciclo;

o Salvar na pasta correspondente;

0 Iniciar corrida.

Ciclagem do PCR:
Holding Stage: 95°C — 10:00
Cycling Stage: 95°C — 0:15 // 60°C — 1:00

Curva de Desnaturacédo: 95°C — 0:15 // 60°C — 1:00 // 90°C - 0:15

Apés o término da reacdo, no ampliativo StepOne Plus seleciona-se a amostra a
ser analisada e em seguida seleciona-se a opgédo “curva de melting”. Para
comparacao de amostras controle x amostra seleciona-se as duas amostras com a
tecla “ctrl” pressionada, e em seguida seleciona-se a op¢ao curva de melting, para
niveis de comparacdo. Amostras positivas terdo mesma temperatura de melting

dos controles positivos.
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Descarte:

o Ponteiras: caixas para materiais perfuro cortantes;
o Liquidos: recipientes proprios para descarte de liquidos;
0 Microtubos e materiais plasticos: recipientes préprios para descarte de

plasticos
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