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1. OBJETIVO
Este protocolo tem a finalidade de fornecer as informacdes necessarias para a realizacdo do ensaio de
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) em amostras de RNA viral purificado.

2. CAMPO DE APLICACAO
Este protocolo aplica-se a deteccdo de RNA viral pela técnica de RT-PCR.

3. CONDICOES GERAIS

- Antes de iniciar este protocolo, garanta que os tampdes e reagentes estejam em temperatura ambiente;

- A enzima GoScript™ for 1-Step RT-gPCR devera ser mantida sempre em gelo;

- Sempre descontaminar a capela de fluxo com alcool 70% e 15 minutos de luz UV antes iniciar o0s
trabalhos. Lembre-se sempre de trabalhar com o fluxo ligado;

- Em todas as etapas deste POP, tomar o maximo de cuidado para evitar contaminacfes entre as
amostras e controles.

4. MATERIAIS/EQUIPAMENTOS E REAGENTES
4.1 MATERIAIS/EQUIPAMENTOS
- Avental, mascaras e luvas sem talco;
- Capela de fluxo laminar
- Pipetas automaticas;
- Ponteiras com filtro;
- Ponteiras sem filtro;
- Tubos tipo eppendorf de 1,5 mL livres de DNAse e RNAse;
- Caixa de isopor com gelo;
- Placas de 48 ou 96 pocos, strips ou tubos individuais para PCR;
- Filme selador de placa;
- Dispositivo para vedar a placa com o filme;
- Cobertura para strip (Cap strip);
- Termociclador para RT-PCR.
4.2 REAGENTES
- Agua livre de DNAse e RNAse;
- Mix de sonda e Primer para fragmento génico N1 de SARS-CoV-2;
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- Mix de sonda e Primer para fragmento génico N2 de SARS-CoV-2;

- Mix de sonda e Primer para RNAse P (RP): Primer para gene humano constitutivo. Usado como
controle enddgeno nos testes;

- GoTag® gPCR Master Mix, 2X (Promega);

- GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-gPCR (Promega);

5. PROCEDIMENTOS
Preparo do mix para PCR

5.1 Na capela de fluxo limpa, colocar as aliquotas previamente diluidas dos primers/sondas N1, N2 e
RNAse P, 0 GoTag® gPCR Master Mix, 2X em temperatura ambiente e a enzima GoScript™ RT
Mix for 1-Step RT-qPCR em gelo;

5.2 Aguardar os reagentes descongelarem antes do uso;

5.3 Garanta que os reagentes citados acima estejam homogéneos, invertendo os tubos 5 vezes;

5.4 Rotule 3 eppendorfs de 1,5 ml como para cada mix: N1, N2 e RNAse P (RP);

5.5 Determine o nimero de reagdes (R) a serem feitas por ensaio. E necessario fazer volumes em
excesso de mix de reacdo para a testagem do controle positivo (CP) e do controle negativo (CN). Use
0 seguinte guia para determinar o nimero de reacdes:

- Se 0 numero de amostras (n) e controles somados for de 1 a 14, entdlo R = n + 1;
- Se 0 nimero de amostras (n) e controles somados for 15 ou mais, entdo R = n + 2;

5.6 Para cada conjunto de primers (N1, N2 e RNAse P), calcule a quantidade de cada reagente a ser
adicionado separadamente para cada mistura de reacdo (R = nimero de reacdes);

Tabela 1: Preparacdo do master mix para cada primer.

Reagente Volume por Volume para o
Reacéo total de reacOes

: (R)
Agua livre RNAse 3,1ul Rx3,1ul
Primer/sonda 1,5 ul Rx1,5ul
GoTag® gPCR Master 10,0 pl R x 10,0 ul
Mix, 2X
Enzima (GO®Taq) 0,4 ul Rx 0,4 pul
Volume total 15 pl R x 15 pul

5.7 Apés distribuir os reagentes (formando entdo o mix p/ PCR) mistura-los através de homogeneizacao
com a pipeta (up-down) com movimentos suaves.
Obs.: N&o vortexar!

5.8 Fazer descer as gotas presas nas paredes e tampa dos tubos usando as méos. Evite centrifugar nesta
etapa.
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Preparo dos tubos, strips ou placa

5.9 Encaixe a placa em uma rack e os tubos contendo mix para PCR em gelo.
Obs.: Evite tocar nos po¢os da placa. Sempre a manuseie tocando em suas laterais.

5.10 Dispensar 15 pl dos mix para PCR (N1, N2 e RNAse P) como proposto na Tabela 2;

Tabela 2: Adi¢do do mix de PCR em uma placa de 48 pogos.

1 2 [3 J4 |5 6 [7 s
A NI [NI [NI [NI [NI [N1 [N1 [NI
B N2 [N2 [N2 |N2 |N2 |N2 |[N2 |[N2
C|RP |RP |RP |[RP |[RP |RP |RP |RP
D|NL [NLI [NI |NI |NI |NI |[N1 |N1
E N2 [N2 [N2 |[N2 [N2 [N2 [N2 |N2
F|RP |[RP |[RP |RP |RP |RP |RP |RP

1 [2 [3 J4 |5 6 |7 s
A NI NI [NI [NI [NI [N1 [N1 [NI
B [N2 [N2 [N2 [N2 [N2 |[N2 [N2 [N2
C|RP |RP |RP |[RP |RP |RP |RP |RP
D|NL [NI [NI |NI |NI |NI N1 [N
E N2 [N2 |[N2 |N2 |[N2 |N2 |N2 |N2
F|RP [RP [RP |[RP |[RP |[RP |RP |RP

5.11 Antes de passar para a area de manipulacdo de acidos nucleicos, prepare reagcdes de controle
negativo, apenas com agua livre de DNAse e RNAse.

5.12 Pipete 5 pl de agua livre de DNAse e RNAse nos pocos do controle negativo (CN) (Tabela 3,
coluna 1).

Tabela 3: Organizacgédo das amostras e controles na placa.

1 2 3 4 S 6 7 8

CN |Al |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |CP
CN |A1 |A2 |A3 |A4 |A5 |A6 |CP
CN |Al |A2 |A3 |A4 |AS5 | A6

mimooO(m| >

CN: Controle negativo; A: amostra; RP: Controle positivo (plasmideo com material genético do
SARS-CoV-2 diluido). Obs.: No po¢o C8 nédo ha adicdo de plasmideo.

5.13 Cubra a placa da reacdo e mova-a para a area de manuseio das amostras de RNA (Area 3).
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Adicdo das amostras de RNA dos pacientes

5.14 Agite os tubos com RNA purificado dos pacientes manualmente;
5.15 Remova as gotas da parede do eppendorf com um movimento vigoroso;
5.16 Mantenha os tubos em gelo;

5.17 Pipetar cuidadosamente 5 pl das amostras nos pogos ou tubos conforme a tabela 3.
Obs.: Cuidado! Evite contaminag0es cruzadas entre 0S pogos.

5.18 Pipete 5 pl da aliquota de plasmideo com 2,0 x 102 copias nos pogos do controle positivo (CP)
(tabela 3).
Obs.: Cuidado! Evite contaminagdes cruzadas entre 0s pogos.

Condicdes de termociclagem

Transcricdo reversa: 45 °C — 15min (1x)
Inativacdo da transcriptase reversa e ativagdo da GO®Taq DNA-polimerase: 95 °C — 2min (1x)
Desnaturacéo: 95 °C — 15s

(40x)

Anelamento e extensdo: 60 °C — 1min

6. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
O seguinte algoritmo deve ser utilizado para avaliar os resultados da sonda TagMan:

Positivo: valor de CT (para N1 e N2) < 37 e valor de Rn lido na placa 2x maior que o valor médio dos
pocos CN.

Indeterminado: valor de CT (para N1 e N2) < 37 e valor de Rn lido na placa menor do que 2x o valor
médio dos pogos CN.

Negativo: valor de CT (para N1 e N2)> 37 e valor Rn lido na placa menor do que 2x o valor médio dos
pocos CN.

Todas as amostras positivas e ambiguas sao repetidas com um segundo conjunto de primers/sonda para
confirmacéo.

Falha na leitura do gene humano constitutivo (RP) em gerar um resultado positivo invalida toda a
execucdo. Se for somente em uma amostra, esta devera ser repetida.

Um resultado positivo em qualquer um dos controles negativos invalida toda execucao.

A falha no controle positivo em gerar um resultado positivo também invalida toda execugéo.

Uma amostra é considerada positiva somente se um resultado positivo for obtido com os dois conjuntos
de primers/sonda.
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7. RESPONSABILIDADES
E responsabilidade do técnico de laboratério, pesquisador, analista clinico a execucdo deste POP.

8. Referéncias:

(1) CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel. Divison of Viral Diseases, Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), 2020. Disponivel em https://www.fda.gov/media/134922/download, acesso em
27/03/2020.
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