Ministério da Saude
Fundacé&o Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude

Deteccédo da bactéria Wolbachia em insetos através da técnica LAMP

(amplificacéo isotérmica mediada por loop)

por

Daniela da Silva Goncalves

Belo Horizonte
Julho / 2014

DISSERTACAO MBCM — CPgRR D.S. GONCALVES 2014




Ministério da Saude
Fundacé&o Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude

Deteccédo da bactéria Wolbachia em insetos através da técnica LAMP

(amplificacéo isotérmica mediada por loop)

por

Daniela da Silva Goncalves

Dissertagcao apresentada com vistas a
obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias na area de concentragao de

Biologia Celular e Molecular.

Orientagao: Dr. Luciano Andrade Moreira

Belo Horizonte
Julho / 2014



Catalogacao-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPqRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

G635d
2014

Gongalves, Daniela da Silva.

Deteccdo da bactéria Wolbachia em insetos
através da técnica LAMP (amplificagcdo isotérmica
mediada por loop) / Daniela da Silva Gongalves. —
Belo Horizonte, 2014.

XVII, 61 f:il.: 210 x 297 mm.

Bibliografia: 71 - 78

Dissertacdo (mestrado) - Dissertacdo para
obtencdo do titulo de Mestre(a) em Ciéncias pelo
Programa de Pdés-Graduacao em Ciéncias da Saude
do Centro de Pesquisas René Rachou. Area de
concentracao: Biologia Celular e Molecular.

1. Dengue/prevencao & controle 2. Aedes/citologia

3. Wolbachialpatogenicidade I. Titulo Il. Moreira,
Luciano Andrade (Orientagao).

CDD - 22. ed. - 616.918 52




Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Programa de Pés-graduacéo em Ciéncias da Saude

Deteccéo da bactéria Wolbachia em insetos, através da técnica LAMP

(amplificacéo isotérmica mediada por loop)

por

Daniela da Silva Goncalves

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:
Prof. Dr. Luciano Andrade Moreira (Presidente)

Prof. Dr. Roberta Lima Caldeira

Prof. Dr. Mauricio Roberto Vianna Sant’Anna

Suplentes: Paloma Helena Fernandes Shimabukuro

Dissertacao defendida e aprovada em: 18 / 07 / 2014




“Nunca deixe ninguém dizer que vocé nao pode fazer uma coisa. Se vocé tem
um sonho, tem que correr atras dele.”

(Autor desconhecido)



DEDICATORIAS

Dedico a minha mae (in memorian), pai, irma, todos os familiares, a todas as
amizades do colégio, faculdade, especializagdo, mestrado, da vida e de
profissao pelo incentivo, apoio, ajuda e momentos de alegria.

Muito obrigada!

W



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A minha mae que, mesmo ndo estando mais ao meu lado, sempre me ajudou,
apoiou e me fez ser quem sou. Mae, vocé sempre sera meu exemplo de

pessoa que carrego no coragao.

Ao meu pai e irma, que mesmo nao entendendo nada de biologia, estdo
sempre ao meu lado com muito amor, carinho, apoio, ajuda em momentos

importantes da minha vida e estdo sempre torcendo pelo meu sucesso.

Ao Fabio que, mesmo quando esteve distante, sempre me apoiou e esteve
disposto a me ajudar, com muito amor, carinho e sempre feliz com cada uma

das minhas conquistas.

Aos demais familiares por todo carinho, suporte e momentos de alegrias.

Ao Luciano, pela oportunidade, confianga, paciéncia, orientacdo, disposi¢cao
para ajudar e todos os ensinamentos e conselhos que vdo muito além deste

trabalho. Agradeco de coragéo por tudo.

A “familia” do Insetario, que contribuiu bastante para que tudo fosse realizado.
A todos os ensinamentos, amizade e conselhos, tanto na parte profissional
para realizacdo dos experimentos e adquirir novos conhecimentos, quanto na
parte pessoal, além de deixarem meus dias sempre mais felizes e com muitas
risadas. F&, Fabiano, Heverton, Etiene, Débora, Carol, Thiago, Bibs, Raissa,

Anna, Jéssica, Eric, vocés sao mais que especiais!
A todo o laboratério de Malaria, por todo o suporte, acolhimento e colaboragao

em cada experimento realizado. Especialmente a Alice pela ajuda em qualquer

problema e suporte. Eu aprendi bastante com cada um de voceés.

Vil



A todas as amizades que fiz e aquelas vao muito além da parte profissional.
Agradec¢o as companhias na hora do almogo que proporcionaram momentos de
diversdo e de conversas (sérias ou ndo) na “pauta do almogo”, especialmente a
Lara (amizade firmada desde o primeiro dia), Etiene, Marina, Bianca, Débora,
Ana Luiza e Gabi que estdo la quase todo dia. Cada uma se tornou muito

importante para mim e espero que se mantenha por longos anos.

A Pés-Graduagdo em Ciéncias da Salde do Centro de Pesquisas René
Rachou, pelo curso e oportunidade de conhecer pessoas maravilhosas e com

um grande conhecimento.
A todos os colaboradores deste trabalho, Carol, Mauricio, Roberta e equipe do
projeto Eliminar a Dengue — Desafio Brasil, pelas doag¢des e auxilio para a

realizagao do projeto.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.
Muito obrigada!

Vi



AGRADECIMENTOS AS INSTITUICOES FINANCIADORAS

Agradeco as agéncias de fomento FAPEMIG, CNPq e Ministério da Saude
(DECIT/SVS) pelo apoio financeiro para realizagdo deste trabalho, além da
Universidade de Monash/Australia e a Fundacéao Bill e Melinda Gates através
do Instituto Nacional de Saude e do programa de Controle de Transmiss&o
através de Vetores (VCTR).

Ao CNPq, pela concessao da minha bolsa de mestrado.



SUMARIO

IESY = W0 [T o U - U XIl
LiSta de TADEIAS ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e e Xl
Lista de Abreviaturas € SimboIl0S ... XV
RESUIMO e et e e e e e e e e eaa e ees XVI
ADSIFACT ..ttt XVII
L INTRODUGAOD ...ttt 18
1.1 A bactéria Wolbachia e seus efeitos no hospedeiro ..........cccccvveeeeenns 18
1.2 Utilizacdo da bactéria para blogueio de doencas no campo ............... 22
1.3 Métodos de deteccdo de Wolbachia ........cccccceeeeiiieeeeciiiicie, 24
1.4 A técnica de amplificacéo isotermal mediada por Loop — LAMP ........ 25
2 JUST IR C AT IV A e e e e e et e e e e e eaans 35
B OBUIETIVOS ..ottt ettt e et e e e e e a e e e e s nnnrneaaae e 36
3.1 ODJEtIVO GEIaAl ..o 36
3.2 ObjetivoS €SPECITICOS ..uiiiiiiiiiiiiiiie e 36
4 METODOLOGIA ...ttt ettt e e e e e e et eeeeeeennnes 37
4.1 AMOSEras A INSELOS ..oovieeie e 37
4.2 TECNICAS MOIECUIAIES ...oooeeeeee ettt 38

4.2.1 EXtracao de DNA ...t 36

4.2.2 Padronizacdo da Amplificacdo Isotermal Mediada por Loop
(LAMPY .ottt ettt ettt ettt 38

4.2.3 Avaliacéo da sensibilidade do LAMP ... 41

4.2.4 Avaliacao da especificidade do LAMP............oo oo, 42

425 Utilizacdo do HNB e SYBR Green | para visualizacdo dos
ST U] | = To Lo 1= TR 43

4.2.6 Diferenca de custosS PCR X LAMP ... 43



S RESULTADOS ...t 44

5.1 Padronizag@0o do LAMP ... 44
5.2 Sensibilidade do LAMP ..o 47
5.3 Especificidade dO LAMP ......coooiiiiirr e 49
5.4 HNB e SYBR Green | para visualizacédo dos resultados ....................... 50
5.5 Diferenga de custos entre PCR € LAMP ... 52
B DISCUSSAD ..ottt ettt nenens 55
7 CONCLUSAO ..ottt 58
B ANEXOS .. a e e e e e e e e e 59

8.1 Goncalves DS, Cassimiro AP, de Oliveira CD, Rodrigues NB, Moreira
LA. Wolbachia detection in insects through LAMP: loop mediated
isothermal amplification. Parasites & Vectors, 2014 May 19; 7: 228. doi:
10.1186/1756-3305-7-228. PubMed PMID:  24885509; PubMed Central
PMCID: PMCA033683........eeeiiieeiiiiiiiiieeeaaiiiiieeeeesesstteeeeeesasnsnseeeaessaassseeesesaans 60
8.2 Additional file 1. Standardization of the LAMP assay incubation
L0 =PRI o Lo
8.3 Goncalves, Daniela da Silva e Moreira, Luciano Andrade. Wolbachia:

nova estratégia de combate a Dengue. Ciéncia Hoje, v. 52, n. 311,

[T L 1O TR PPPPPPPPRP 66
8.4 Bulletin Entomological ResearCh...........cccooiiiiiiiiic e, 70
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.coveoeeeeeee e, 71

Xl



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Desenho esquematico do efeito da Incompatibilidade Citoplasmatica

Figura 2. Representacdo esquematica da localizagado dos quatro primers FIP,

F3, BIP e B3 e as seis regides da sequencia alvo correspondente ................. 26
Figura 3: Etapa ndo ciclica do LAMP ... 27
Figura 4: Etapa ciclica do LAMP...........iieei e 28
Figura 5: Posicao e amplificagao utilizando os primers LpF e LpB.................. 30
Figura 6: RT-LAMP a partir de uma fita de RNA..........oooi, 31

Figura 7: LAMP para diferenciagdo de sequéncias mutadas contendo SNP.. 32
Figura 8: Representagcdo esquematica de parte da sequéncia do gene 16S da
Wolbachia e o local de anelamento de cada primer...............ccooeeeevviieeeenneennn. 40

Figura 9: Padronizacdo do tempo de incubagao para amplificagao através do

Figura 10: Especificidade e reprodutibilidade do LAMP em diferentes
ST (01 PSP PPPPTPPPPPPRPT 46
Figura 11: Reacbes de LAMP com 30ng de DNA total de Aedes aegypti
infectadas com wMel utilizando diferentes quantidades de enzima.................. a7
Figura 12: Avaliacao da sensibilidade da técnica utilizando as diluigdes........ 48
Figura 13: Reag¢des de LAMP com as diluigcdes seriadas e utilizando apenas
TU de €nzima POr MEAGAD. ........ciiiieieiiei et e e e e e e e eaa s 49
Figura 14: LAMP com diferentes espécies de bactérias para verificar a
especificidade da teCNICA...........ouuiiiiiii e 50
Figura 15: Utilizagdo do UNB para visualizagédo dos resultados a olho nu...... 51

Figura 16: SYBR Green como método de visualizagao de resultados............. 52

Xl



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sequéncias dos 4 primers para uso nO LAMP ............ccveeiiiiinnnnnnn. 38
Tabela 2: Sequéncias dos 6 primers para uso noO LAMP ............coovveeiiiiennnnnnn. 39
Tabela 3: Relagcdo dos custos, em reais, para execugcdo da técnica de
PCR CONVENCIONAL....... .o 53

Tabela 4: Relagao dos custos, em reais, para execugao da técnica LAMP..... 54

Xl



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Da — Dalton

DNA — Desoxiribonucleic acid (acido desoxirribonucléico)

dNTPs — Desoxirribonucleotideos trifosfatados

EPI — Equipamentos de protecgéo individual

g —grama

HNB — Hydroxy Naphtol Blue (azul de hidroxinaftol)

IC — Incompatibilidade citoplasmatica

LAMP — Loop mediated isothermal amplification (amplificacdo isotérmica
mediada por loop)

mg - Miligrama

mL - Mililitro

MLST — Multilocus sequence typing

mM — Milimolar

mm — Milimetro

ng — Nanograma

nm — NanOémetro

PCR — Polimerase chain reaction (reagao em cadeia da polimerase)

pb — Pares de base

gPCR — Quantitative PCR (PCR quantitativo)

RIDL — Release of insects carrying dominant lethal gene (liberagao de insetos
carregando gene letal dominante)

RNA — Ribonucleic acid (acido ribonucléico)

ROS — Reactive oxygen species (espécies reativas de oxigénio)

rpm — Rotag¢des por minuto

RT-LAMP — Reverse transcriptase-loop mediated isothermal amplification
(amplificagao isotérmica mediada por loop com transcriptase reversa)

SNP — Single-nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucleotideo unico)

U - Unidade

UV — Ultravioleta

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

Mg - Micrograma

XIvV



puL — Microlitro

MM — Micromolar

pm — Micrémetro

WHO — World Health Organization (Organizagdo Mundial de Saude)

XV



RESUMO

Wolbachia pipientis é uma bactéria intracelular que infecta cerca de 40% dos
artrépodes e alguns nematddeos, causando alteragdes reprodutivas em seus
hospedeiros. Recentemente, duas cepas de Wolbachia (wMelPop e wMel)
foram inseridas individualmente em Aedes aegypti (ndo infectado naturalmente)
e 0s mosquitos adultos contendo a Wolbachia foram menos suscetiveis a
diferentes arboviroses (Dengue e Chikungunya) bem como ao Plasmodium sp.
Atualmente, mosquitos A. aegypti contendo Wolbachia (wMel) estdo sendo
liberados a campo em diversos paises, pelo Programa Eliminate Dengue, como
possivel agente de controle biolégico de Dengue. Durante o processo de
invasdo de mosquitos contendo Wolbachia no campo, ha a necessidade de
realizacdo de coletas e screening semanal de grandes quantidades de
mosquitos para deteccao de Wolbachia, via PCR quantitativo, técnica ainda
bastante onerosa. Diante disto, é imprescindivel o desenvolvimento de um
método rapido, especifico e de baixo custo para deteccdo de mosquitos
infectados com a bactéria, para levantamento e monitoramento da
disseminacao da Wolbachia em campo. No presente trabalho, desenvolvemos
com sucesso um método rapido de deteccao através do LAMP (Amplificacédo
isotérmica mediada por loop) que utiliza 3 pares de primers que se ligam em 8
regides distintas do DNA alvo, o que torna a reacao bastante especifica. Em
nosso caso, desenhamos iniciadores baseando-se na sequéncia alvo do gene
16S rRNA da bactéria. Para padronizagcdo, foram utilizados mosquitos da
colénia do Insetario do Laboratério de Malaria do CPQRR, infectados e néao
infectados por Wolbachia, além de insetos de campo (mosquitos e insetos de
diferentes ordens) doados por colaboradores. O tempo de incubagéo
estabelecido para a amplificagdo foi de 90 minutos a 63°C, sendo possivel a
realizacdo da reacdo tanto em termociclador, como em banho seco. Para
analise da sensibilidade, foi feita a diluigdo seriada de plasmideo contendo a
sequéncia alvo de 10° & 10° copias, sendo possivel a amplificacdo utilizando
apenas 1 copia do DNA. Para verificar a especificidade, foram utilizadas
amostras de diferentes espécies de bactérias e em nenhuma delas ocorreu a
amplificacao, confirmando que o LAMP ¢é bastante especifico. Uma maneira de
reduzir os custos foi através da redugao da concentragcdo da enzima Bst DNA
polimerase por reagao e, com apenas 1 unidade, a amplificagdo ocorreu de
maneira eficiente. Para visualizacdo dos resultados, foram utilizados dois
corantes, o azul de hidroxinaftol (HNB) e SYBR Green |. Em ambos foi possivel
diferenciar as amostras positivas das negativas sem a necessidade de géis de
agarose, sendo que, com o HNB, ndo ha manipulagado de produto amplificado
pois é adicionado antes da reacdo, 0 que evita possiveis contaminacgoes, e
também é possivel observar a diferenga de cores a olho nu, sem o uso de luz
UV. Comparando os custos, em reais, para realizacdo da técnica de PCR e
LAMP, esta apresentou um custo de 53,92% menor em relagao ao PCR, o que
confirma ser uma técnica de baixo custo, j& que ndo requer equipamentos
sofisticados e nem eletroforese em gel de agarose para analise dos resultados.
Desenvolvemos, neste trabalho, uma técnica para deteccdo de Wolbachia
bastante especifica, rapida, sensivel e de baixo custo a qual possibilita seu uso
em larga escala para monitoramento de diversas espécies de insetos
infectadas no campo.
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ABSTRACT

Wolbachia pipientis is an intracellular bacterium that infects about 40% of
arthropods and some nematodes, causing reproductive alterations in their
hosts. Recently, two strains of Wolbachia (wMelPop and wMel) were
individually introduced into Aedes aegypti (naturally uninfected) and the adult
mosquitoes containing Wolbachia were less susceptible to different arboviruses
(Dengue and Chikungunya) and Plasmodium sp. Currently, A. aegypti
mosquitoes containing Wolbachia (wMel) are being released in the field in many
countries, through the Eliminate Dengue Program, as a possible biological
control agent for Dengue. During the invasion of mosquitoes containing
Wolbachia in the field there is the need to weekly screen large numbers of
mosquitoes to detect Wolbachia via quantitative PCR, a technique still quite
costly. Due to this fact, it is essential to develop a rapid, specific and
inexpensive method to detect mosquitoes infected with this bacterium, to survey
and monitor the spread of Wolbachia in the field. In the present study we
successfully developed a rapid detection method through LAMP (loop-mediated
isothermal amplification) using 3 pairs of primers that bind to 8 distinct regions
of the target DNA, increasing the specificity of the reaction. In our case, we
designed primers based on the sequence of the Wolbachia 16S rRNA gene.
During the optimization process we used colony mosquitoes reared at the
Insectary of the Malaria Laboratory (CPqRR), either infected or uninfected with
Wolbachia. We also used field insect samples (mosquitoes and insects
belonging to different orders). The incubation time allowing amplification was
set to 90 minutes at 63°C, being possible to perform the reaction either in a
thermocycler or on a heat block. For sensitivity analysis, we performed serial
dilutions of plasmid DNA (10° to 10° copies) containing the target sequence and
the amplification was still possible by using only one copy of the plasmid DNA.
To verify the specificity, samples of different bacterial species were used and in
none of them the amplification occurred, confirming that the LAMP is very
specific. To reduce the reaction cost we were able to reduce the amount of the
Bst DNA polymerase down to 1 unit and we can see clearly a great
amplification. To visualize the results, two dyes were used, the Hydroxy Naphtol
Blue (HNB) and SYBR Green |. In both cases it was possible to differentiate
positive from negative samples without the need to run agarose gels. An
advantage of using the HNB is that there is no need to manipulate amplified
products as this dye is added before the reaction, avoiding possible
contamination, and it is also possible to see the difference in color by naked eye
without the need of UV light. When comparing the costs, in Brazilian Reais, to
perform PCR or LAMP, the latter had a cost 53.92% lower than the PCR, and it
does not require sophisticated equipment or electrophoresis agarose gel to
analyze the results. In the present study, we develop a technique for Wolbachia
detection which is very specific, rapid, sensitive and with low cost enabling its
use in large-scale monitoring of Wolbachia infection status of several insect
species.
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1 INTRODUCAO

1.2 A bactéria Wolbachia e seus efeitos no hospedeiro

A bactéria do género Wolbachia € uma a-proteobactéria gram-negativa
intracelular obrigatoria do grupo das Rickettsia, encontrada pela primeira vez
nas gbnadas de Culex pipiens por Hertig e Wolbach em 1924 (Hertig &
Wolbach, 1924) e, em 1936, foi nomeada como Wolbachia pipientis (Hertig,
1936). Wolbachia possui cerca de 0,5-1,3um, esta presente principalmente no
citoplasma de células dos 6rgdos reprodutivos (Hertig, 1936) e, em 1974, foi
sugerido que esta bactéria possui uma relacdo endossimbionte com o
hospedeiro (Irving-Bell, 1974).

A partir de sequéncias génicas da bactéria, incluindo a sequéncia do
gene rRNA 16S, a espécie Wolbachia pipientis foi subdividida em 8 diferentes
supergrupos nomeados de A a H (Casiraghi et al., 2005; Lo et al., 2002). Os
supergrupos A e B sdo encontrados especificamente em artropodes, C e D em
espécies de nematdédeos, E ocorre em artropodes da subclasse Collembola, F
encontrado em artropodes e nematdédeos, G foi removido por ndo ter dados
conclusivos e H em artropodes da ordem Isoptera (Lo et al., 2002; Casiraghi et
al., 2005; Baldo & Werren, 2007; Werren et al., 2008).

A distribuicao de Wolbachia é estimada em cerca de 40% dos
artropodes no mundo e ela é capaz de invadir uma populagdo de insetos
rapidamente (Zug & Hammerstein, 2012). A presenga desta bactéria
intracelular obrigatéria é observada em uma grande quantidade de
invertebrados na natureza, como insetos, acaros e isopatas (Stouthamer et al.,
1999; McGraw & O’Neill, 2004), além de aracnideos (Breeuwer & Jacobs,
1996) e nematddeos (Bandi et al., 1998). Sabe-se que Wolbachia infecta varias
espécies de nematdédeos desde meados da década de 1970, sendo apontada
como uma caracteristica no processo evolutivo dos filarideos (Bandi et al.,
2001).
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Dentre as espécies de dipteros, foi observada a infecgao natural por
Wolbachia em espécies do género Culex, como C. pipientis e C.
quinquefasciatus (Hertig & Wolbach, 1924; Glaser & Meola, 2010), Aedes
albopictus e Aedes fluviatilis, (Moreira et al., 2009; Zouache et al., 2009) e,
recentemente, foi detectada a presenga de uma nova cepa em mosquitos
Anopheles gambiae, sendo que espécies deste género nunca foram
encontradas antes infectadas por Wolbachia (Baldini et al., 2014).

Ha diversas cepas diferentes de Wolbachia encontradas naturalmente
em diferentes espécies de hospedeiros, como a cepa wRi que é encontrada
naturalmente em Drosophila simulans (Hoffmann & Turelli, 1988), wMelCS em
Drosophila melanogaster, e as cepas wWAIbA e wAIbB, ambas presentes no A.
albopictus (Zouache et al., 2009).

O que justifica a presenga da bactéria em algumas espécies e em outras
nao é o fato de que, por ser obrigatoriamente intracelular, Wolbachia pode nao
sobreviver em determinadas células de tais hospedeiros. Por outro lado, ha
casos também de transmissdo horizontal entre as espécies (Werren et al.,
2008). Foi observado que Wolbachia consegue se manter viavel por até uma
semana a temperatura ambiente, apds sua purificagcdo a partir de células do
hospedeiro, além de determinadas cepas possuirem a capacidade de
sobreviver por curto periodo fora das células, fatores os quais justificam esta
transmissao horizontal (Rasgon et al., 2006).

Esta bactéria € herdada por transmissao transovariana nos estagios
iniciais da embriogénese ou oogénese, € capaz de manipular o sistema
reprodutor do inseto hospedeiro e, assim, se espalhar rapidamente pela
populacdo através de um mecanismo chamado incompatibilidade
citoplasmatica (Werren et al., 1995; Zouache et al., 2009).

O fenbmeno chamado de incompatibilidade citoplasmatica (IC) que a
bactéria Wolbachia causa foi descrito primeiramente por Yen & Barr em 1971
(figura 1). Durante o cruzamento, fémeas infectadas pela Wolbachia geram
ovos férteis quando copulam, tanto com machos infectados, quanto néao
infectados, transmitindo assim a infecgcao de Wolbachia aos seus descendentes
(Yen & Barr, 1971). Ja na IC, o cruzamento de fémeas n&o infectadas com
machos infectados, ou cruzamento entre individuos com cepas diferentes de

Wolbachia, resultam em um bloqueio total ou parcial do numero de ovos férteis
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resultantes deste cruzamento, favorecendo assim a disseminacdo da bactéria
na natureza (Yen & Barr, 1973). Este favorecimento de dispersdao da bactéria
se da pelo fato de que, como a Wolbachia é transmitida maternalmente, e o
efeito da IC n&o gera descendentes, o cruzamento com fémeas infectadas se
sobressai em relagdo ao cruzamento com mosquitos nao infectados, gerando
assim mais descendentes infectados no ambiente. O real mecanismo
promovido pela IC ainda é desconhecido, mas sugere-se que a bactéria gera
uma modificagdo no espermatozéide do hospedeiro, impedindo a
embriogénese ao cruzar com fémeas nao infectadas e, desta forma, promove a

sua propagacao no ambiente (McGraw & O’Neill, 2004).

Cruzamentos Progénie

X

X Nio infectado

. Infectado

X
X
X

08X
@@+

Figura 1 — Desenho esquematico do efeito da Incompatibilidade Citoplasméatica
(IC). Ao ocorrer o cruzamento entre macho infectado e fémea néo infectada, a
IC causa um bloqueio parcial ou total na progénie.

Outras formas de manipulagdo que a Wolbachia causa no hospedeiro
para que ocorra a transmissdo vertical e sua disseminacdo € através da
partenogénese, feminizagdo ou morte dos machos, aumentando, desta forma,

o numero de fémeas infectadas no ambiente (Cook et al., 2008; Teixeira et al.,
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2008; lturbe-Ormaetxe et al., 2011). Cada um destes fenbmenos sao cepa-
especificos e ocorrem nos mais diversos hospedeiros que possuem tais cepas
de Wolbachia (Salzberg et al., 2005; Werren et al., 2008).

A partenogénese € um fenbmeno pouco comum que ocorre em algumas
ordens de insetos, especificamente naquelas espécies de hospedeiros as quais
os machos conseguem se desenvolver através de ovos nao fertilizados
(hapldéides) (Werren et al.,, 2008). As fémeas parentais, infectadas por
Wolbachia, geram descendentes fémeas através do desenvolvimento de ovos
dipléides nao fertilizados, ao invés de ovos hapldides que gerariam os machos
(Arakaki et al., 2001; Gottlieb et al., 2002).

A feminizagdo em machos foi descrita inicialmente em isOpodes
(Rousset et al., 1992) e tem sido apresentada em outros artropodes das ordens
Hemiptera, Isoptera e Lepidoptera (Werren et al., 2008). Foi observado que a
Wolbachia invade a glandula androgénica e bloqueia a sua funcionalidade e,
desta forma, os individuos geneticamente machos se desenvolvem como
fémeas (Vandekerckhove et al., 2003).

Outro fendtipo que a bactéria causa € de morte dos machos durante o
periodo de embriogénese e, assim, as fémeas terdao maiores quantidades de
recursos para garantir a sobrevivéncia e desenvolvimento (Hurst et al., 1999;
Duplouy et al., 2010; Werren et al., 2008).

Nas espécies que ndo sao naturalmente infectadas por Wolbachia, é
possivel que seja feita a sua introdugédo artificial, estabelecimento e
disseminagdo por todo o corpo do novo hospedeiro. Para isto, sao feitas
microinjegdes nos ovos ou na hemolinfa do hospedeiro para obtengdo de uma
transfecgédo experimental (Jin et al., 2009; Kambris et al., 2010; McMeniman et
al., 2009). No caso de microinje¢cao de embrides, a transfec¢cado pode se tornar
estavel, enquanto na hemolinfa é transiente. Apds a introducédo no hospedeiro,
a bactéria € capaz de colonizar diversos tecidos como glandulas salivares,
tubulos de Malpighi, intestino e musculos toracicos (Dobson et al., 1999;
Zouache et al., 2009).

Inicialmente, o objetivo para utilizagdo da Wolbachia seria através da
paratransgénese, metodologia a qual a bactéria atuaria como um vetor para
expressar genes contra patdégenos e, através de seus efeitos como a IC, se

fixar na populagdo de campo (Turelli & Hoffmann, 1999; Sinkins & O’Neill,
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2000). Como nao foi possivel sua transformacgéo genética para expressao de
moléculas efetoras contra organismos causadores de doencgas (Riehle &
Jacobs-Lorena, 2005), através de transfecgdes foi observado que a bactéria
consegue diminuir a capacidade vetorial de diversos artropodes transmissores
de diversas doencgas (Moreira et al., 2009; Van den Hurk et al., 2012; Bian et
al., 2013).

1.2 Utilizacdo da bactéria para blogueio de doencas no campo

As doengas transmitidas por vetores, como Malaria, Dengue e Chagas,
ocorrem em mais de 100 paises e causam milhdes de numeros de casos por
ano em todo o mundo (McGraw & O’Neill, 2013). De acordo com dados da
Organizacdao Mundial de Saude, a Malaria causou, em 2012, cerca de 627.000
mortes no mundo e a Dengue causa, anualmente, cerca de 50-100 milhdes de
infecgbes (WHO, 2014).

Diversas medidas de controle s&do utilizadas para reduzir o elevado
numero de infecgdes e mortes destas doencas, sendo muitas delas voltadas
para o combate do vetor, como uso de inseticidas e evitar reservatérios
naturais do A. aegypti (McGraw & O’Neill, 2013). Outras metodologias, como a
Técnica do Inseto Estéril (Knipling, 1955), mosquitos transgénicos (Lee et al.,
2013) e a liberagdo de machos carregando gene letal (ou RIDL, do inglés
Release of Insects carrying Dominant Lethal gene) (Oliveira et al., 2011) tém
sido utilizadas, por exemplo, para o controle da Dengue.

Diante de algumas limitagbes encontradas nestas diferentes estratégias
para o controle de doencgas transmitidas por vetores, como a necessidade de
uma constante liberacdo de insetos modificados, cientistas descobriram que a
infeccdo por Wolbachia em mosquitos Aedes aegypti (naturalmente nao
infectado pela bactéria) reduz sua capacidade vetorial em transmitir doengas
como Dengue, Chikungunya e Febre Amarela (Moreira et al., 2009; Van den
Hurk et al., 2012), podendo esta ser uma ferramenta adicional para o controle

de doengas no mundo.
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Apos a descoberta deste efeito de bloqueio conferido pela Wolbachia a
transmissao de patdogenos por vetores, como no caso do virus da Dengue,
cogitou-se que a Wolbachia poderia entdo ser utilizada em campo com o
propésito de diminuir a transmissdo de patdégenos sem que ocorresse a
eliminagao da populagdo de mosquitos no meio ambiente (Moreira et al., 2009).

O mecanismo utilizado para a bactéria interferir do desenvolvimento de
patdégenos dentro dos vetores ainda ndo esta muito bem estabelecido. Algumas
hipéteses indicam que a Wolbachia induz a produgcdo de peptideos
antimicrobianos, a ativacido da resposta imune inata e um aumento do nivel de
expressao de genes ligados a resposta imune e ROS (espécies reativas de
oxigénio) (Moreira et al., 2009; Kambris et al., 2010; Pan et al., 2012), incluindo
o aumento da melanizagdo da hemolinfa para encapsulagdo de patdégenos
(Thomas et al., 2011).

As variadas cepas da bactéria apresentam efeitos diversos, dependendo
de qual hospedeiro estdo habitando. Foi observado que a cepa wMelPop altera
a transcricdo de um numero muito maior de genes do mosquito A. aegypti em
relacéo a cepa wMel, além de afetar diversas fun¢gées moleculares e biolégicas
do vetor (Ranceés et al., 2012). Desta forma, os niveis de bloqueio induzidos
pela bactéria dependem de qual cepa esta sendo utilizada e se o hospedeiro &
susceptivel a infecgdo, para que a cepa escolhida o colonize (van den Hurk et
al., 2012).

A cepa de Wolbachia denominada wMelPop, foi introduzida no A.
aegypti, que nao € naturalmente infectado pela bactéria, apés milhares de
microinjegdes em embrides de mosquitos e foi observado que ela invade
diversos tecidos, causa diminuigdo da longevidade, tem uma forte IC e afeta o
fitness do mosquito (McMeniman et al., 2009; Yeap et al., 2011). A bactéria foi
capaz de reduzir a capacidade do mosquito, com idade mais avancgada, de
inocular a probdscide no hospedeiro para realizagdo do repasto sanguineo,
diminuindo as chances de transmissdo de Dengue (Moreira et al., 2009; Turley
et al., 2009). Mais tarde, com a descoberta que a bactéria pode bloquear a
infeccao por patdégenos nos mosquitos, a diminuicdo da longevidade nao foi
mais tdo importante, dando lugar para o mecanismo de bloqueio (lturbe-
Ormaetxe et al., 2011).
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Dentro desse contexto, foi desenvolvida uma iniciativa global para
diminuir ou até mesmo erradicar a transmissédo de Dengue, o Eliminate Dengue
Program, através da liberagdo de mosquitos A. aegypti infectados por
Wolbachia (www.eliminatedengue.org). O programa, que envolve liberacdes de
mosquitos infectados com Wolbachia em campo, vem ocorrendo na Australia,
Indonésia, Vietna, China, Coldmbia e vem, desde 2012, sendo desenvolvido no
Brasil em parceria com a Fundagdo Oswaldo Cruz (projeto Eliminar a Dengue —
Desafio Brasil) (Maciel-de-Freitas et al., 2012). O processo de invasdo da
Wolbachia no ambiente pode levar de 10-20 semanas de liberacbes semanais
de mosquitos infectados, sendo necessario o monitoramento semanal para
verificar o aumento da frequéncia de mosquitos positivos para a bactéria no
campo. Ao atingir pelo menos 70% da populagdo, a Wolbachia tende a se
estabelecer no ambiente sem que haja a necessidade de outras liberagdes,
sendo possivel visualizar o grande poder de disseminagao da bactéria, através

de mecanismos naturais, nas populagdées de campo (Hoffmann et al., 2011).

1.3 Métodos de deteccdo de Wolbachia

Para deteccdo de Wolbachia nos mais diversos hospedeiros artropodes,
as técnicas mais comumente utilizadas baseiam-se tanto no método
convencional de PCR (reagcdo em cadeia polimerase), bem como no PCR
quantitativo (Real Time qPCR). Em ambas as técnicas, utiliza-se como alvo o
gene que codifica a proteina de superficie da bactéria, o gene WSP (Moreira et
al., 2009), além do gene ribossomal 76S rRNA (Simoes, et al., 2011) e o0 gene
de divisao celular ftsZ (Werren et al.,, 1995). O nosso grupo utilizou estas
técnicas para deteccdo de Wolbachia em diferentes insetos de campo
(manuscrito em revisdo), mas sao técnicas caras e que requerem
equipamentos sofisticados para sua execugao.

Para que seja feita a tipagem de Wolbachia, foi desenvolvida a técnica
de MLST (Multilocus sequence typing), a qual utiliza cinco genes housekeeping
(gatB, coxA, hcpA, ftsZ e fbpA) distribuidos ao longo do genoma da bactéria.

Através desta técnica, é possivel detectar marcadores cepa-especificos, o que
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permite estudos de evolugado, genética e diversidade da bactéria (Baldo et al.,
2006). A base de dados da Wolbachia contendo os cinco genes housekeeping,
além do gene WSP (Wolbachia surface protein) encontra-se disponivel no site
http://pubmlst.org/wolbachial/.

Desde a descoberta da PCR como método de diagndstico para doencgas
(Saiki et al., 1992), a técnica vem sendo utilizada para detec¢ao de diversos
micro-organismos e vem sofrendo diversas modificagbes. Notomi e
colaboradores, em 2000, desenvolveram um novo método de amplificagdo, em
uma temperatura constante, o qual € possivel obter uma quantidade de DNA
amplificado em escala exponencial, sendo rapida, eficiente e altamente
especifica, denominada LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification)
(Notomi et al., 2000).

Esta nova metodologia de amplificagdo utiliza a enzima Bst DNA
polimerase, extraida de Bacillus stearothermophilus, com atividade de
deslocamento de fita (strand displacement activity). Esta eficiente amplificacao,
em temperatura constante entre 60-65°C, pode ser obtida entre 15 a 60
minutos, sendo uma técnica mais rapida ja que nao ha trocas de temperaturas,
nao ha a necessidade de equipamentos sofisticados para execu¢ao e nem de
eletroforese em gel de agarose para visualizagao dos resultados (Notomi et al.,
2000; Goto et al., 2009).

1.4 A técnica de amplificagdo isotermal mediada por Loop — LAMP

Inicialmente, a técnica LAMP, criada por Notomi e colaboradores em
2000, comecgou a ser utilizada apds aparecimento dos virus West Nile e
SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome ou sindrome respiratoria aguda
grave) e, atualmente, tem sido aplicada para diagnésticos de diversas
doencgas, como Dengue, Chikungunya, Rift Valley Fever, Hepatite A e em
infeccbes por Plasmodium vivax (Parida et al., 2004, 2005, 2007, 2008;
Peyrefitte et al., 2008; Thi et al., 2004; Yoneyama et al., 2007).

Esta metodologia, que utiliza a Bst DNA polimerase para amplificagéo, foi

inicialmente descrita utilizando 2 pares de primers, sendo um par de primers
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internos, usualmente chamados de FIP e BIP (foward inner primer e backward
inner primer), e outro par de primers externos F3 e B3 (outter primers), os quais
sdo desenhados a partir da sequéncia de DNA que se deseja amplificar (figura
2), sendo especificos para seis regides distintas desta sequéncia alvo (Notomi
et al., 2000).
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Figura 2: Representagdo esquematica da localizagao dos quatro primers FIP, F3, BIP e B3 e
as seis regides da sequencia alvo correspondente (F1c, F2c, F3c, B1c, B2c e B3c). Fonte:
Eiken Chemical Co. Ltd.

O principio do LAMP se baseia em uma reagao de deslocamento de
fitas pela Bst DNA polimerase contendo uma etapa nao ciclica e uma etapa

ciclica:

Etapa n&o ciclica

Esta etapa se inicia com a Bst DNA polimerase deslocando uma das fitas
do DNA de dupla fita e liberando fitas simples, sem a necessidade de altas
temperaturas para desnaturagao. A partir deste deslocamento, ocorre a ligagao
dos primers na fita simples de DNA, iniciando-se pela extremidade 3’ da regi&o
F2 do FIP e sintese da fita na regido F2c. Em seguida, o F3 se liga a regiado
F3c e inicia a sintese de DNA novamente e ocorre o deslocamento da fita que

foi formada anteriormente a partir da ligagcao do primer FIP e, nesta fita que foi
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liberada, ocorre a formagao do loop entre as regides complementares F1c e F1.
Nesta fita entdo ocorre a ligagdo do BIP e em seguida a sintese da nova fita
que desfaz o loop formado pelo FIP, deixando-a linear. Ocorre a ligagdo do
primer B3, ocorre o deslocamento da fita originada a partir de BIP e assim &
formado um fragmento com loops em cada extremidade, o qual se assemelha a
um haltere (figura 3), necessaria para se iniciar a etapa ciclica da reacao
(Notomi et al., 2000; Ushikubo, 2004; Parida et al., 2008).
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Figura 3: Etapa nao ciclica do LAMP: (1) ocorre a separagao da dupla fita de DNA, pela acéo
da enzima Bst DNA polimerase, e ligagdo do FIP; (2) ocorre a sintese da fita a partir de FIP; (3)
ocorre a ligagcdo de F3; (4) sintese da fita a partir de F3 e deslocamento da fita formada
anteriormente por FIP; (5) a fita deslocada sintetizada a partir de FIP; (6) ocorre ligacao de BIP,
a fita é sintetizada e, em seguida, liga-se B3; (7) formagdo da nova fita a partir de B3 e a
estrutura de loop é linearizada; (8) separacao da fita cujas as extremidades séao os primers FIP
e BIP que formam os loops para, posteriormente, iniciar a etapa ciclica. Fonte: Eiken Chemical
Co. Ltd.

Etapa ciclica

Esta etapa se inicia com a agdo da enzima em uma das extremidades do
haltere que serve de molde para sintese, ja que F1 e F1c s&o complementares.
Posteriormente, o primer interno FIP se liga a regido F2c e inicia-se a sintese

de uma nova fita. Em seguida, ocorre amplificagdo da outra extremidade do
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haltere, onde B1 e B1c sao complementares e também ocorre deslocamento
da fita sintetizada anteriormente e liberacdo de duas estruturas: a) uma em
formato de haltere, a qual ocorrera a sintese a partir de uma extremidade que
serve de molde para amplificacdo através das regides complementares, em
seguida a ligacado de BIP com deslocamento da fita anterior e sintese de nova
fita, sendo que este passo é denominado “amplificacdo ciclica” (cycling
amplification step), a qual ocorre repetidamente alternando-se os primers e
extremidades; e b) outra estrutura a qual sera feita ligacbes dos primers
alternativamente e deslocamento das fitas recém sintetizadas formando, assim,
varias estruturas com tamanhos diferentes, todas contendo a sequéncia alvo.
Nesta etapa, denominada “alongamento e reciclagem” (elongation and
recycling step), € possivel a obtengédo de varias copias do alvo (figura 4), com
multiplos loops em uma mesma fita, em escala de 10°, em menos de 1 hora
(Notomi et al., 2000; Ushikubo, 2004; Parida et al., 2008).
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Figura 4: Etapa ciclica do LAMP: (8) inicio a partir da estrutura em formato de haltere; (9)
ocorre a sintese a partir de um dos loops e ligagcéo do primer interno FIP que inicia a sintese de
uma nova fita e deslocamento da fita anterior; (10) formagao da estrutura que inicia o ciclo de
elongagédo que ocorrera ligagdo dos primers de maneira alternada originando estruturas de
tamanhos variados, todos contendo a sequéncia alvo (11) formagao de estruturas em formato
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Esta grande quantidade de produto amplificado pode ocasionar
contaminagdes cruzadas (Parida et al., 2008), bem como contaminagdo por
amplicons através de aerossol (Tao et al., 2011), sendo necessaria a
manipulacdo e execucdo da técnica com cautela, para evitar resultados
invalidos, além da adicdo de controle negativo em cada incubacgéo, para
detectar possiveis contaminagdes (Parida et al., 2008).

As etapas de preparagdo do mix, aplicagdo das amostras e manipulagao
dos tubos apds a reacdo devem ser feitas em ambientes diferentes do
laboratdrio, além de troca continua de luvas e utilizacido de materiais estéreis,
como pipetas e ponteiras, sao outras medidas importantes a serem seguidas
para evitar contaminagdes, tanto nos reagentes, quanto nos resultados
(Enomoto et al., 2005; Kong et al., 2012).

No processo de refinamento da técnica de LAMP, posteriormente foram
criados mais um par de primers, denominados Loop primers (denominados LpF
e LpB), os quais aceleram a reagao, pois formam novos locais para inicio da
amplificagcdo de DNA, e garante maior especificidade a técnica (Nagamine et
al., 2002; Ushikubo, 2004). As posi¢des destes primers sao entre as regides de
F1 e F2 no sentido de F1 para 2, ou B1 e B2, no sentido de B1 para B2 (figura
5) (Parida et al., 2008). Foi observado uma reducgéao de 33% a 50% do tempo
de amplificagcdo, em relagdo ao tempo das reagcbes sem os Loop primers,

podendo ter alta amplificagdo em apenas 30 minutos (Nagamine et al., 2002).
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Figura 5: Posi¢do e amplificagédo utilizando os primers LpF e LpB. Os primers estao localizados
entre as regides F1 e F2, ou B1 e B2, e é possivel observar que a reagdo se iniciara em 4
loops adicionais, aumentando assim o produto amplificado com maior especificidade. Fonte:
Eiken Chemical Co. Ltd.

Para que se obtenha um conjunto de primers ideal e com boa
sensibilidade e especificidade, alguns fatores sao importantes, tais como (Eiken
Chemical Co. Ltd.):

e A distancia entre a extremidade 5' das regides F2 e B2 deve ser de
120-180pb, e a distancia entre F2 e F3, bem como B2 e B3, deve ser
de 0-20pb;

e A distancia entre as regides que formam os loops (extremidade 5' de
F2a 3 deF1eab deB2a 3 de B1)deve ser de 40-60pb.

e Os primers devem conter em torno de 50-60% de CG e 40-50% de AT;

e Evitar que ocorra formacao de estruturas secundarias, de forma que as
extremidades 3’ ndo sejam ricas em AT e nem complementares a

outros primers.

Além do uso do LAMP para amplificacdo de DNA, também é possivel

utilizar a técnica para amplificagdo de RNA adicionando a enzima transcriptase

30



reversa juntamente com a enzima Bst DNA polimerase, sendo este tipo de
reacdo denominado de RT-LAMP (Whiting & Champoux, 1998). Para que
ocorra a reagao, € feita a ligacdo do primer FIP a regido F2c do RNA e a
sintese da fita complementar que € o cDNA. Em seguida, o F3 se liga ao RNA
para sintese de uma nova fita, o que causa o deslocamento da fita do cDNA
que sera liberada em formato de haltere, que seguira os demais passos do
processo de amplificacdo do LAMP, como descrito anteriormente (figura 6)
(Okafuiji et al., 2005).
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Figura 6: RT-LAMP a partir de uma fita de RNA. (1) ocorre a ligacdo do FIP ao RNA; (2)
amplificagédo da fita complementar (cDNA) do RNA e ligacao do primer F3; (3) sintese da fita a
partir do F3 e deslocamento da fita de cDNA (Okafuji et al., 2005).

Outra aplicagédo do LAMP consiste no estudo de SNPs, ja que a técnica
se mostrou bastante especifica e precisa. E possivel discriminar a presenga de
SNPs ja que a reagcdo ndao amplifica aquelas amostras que apresenta apenas
um nucleotideo de diferenca em relacdo a sequéncia alvo (figura 7). Para que
nao ocorra a amplificacdo das sequéncias mutadas, os primers FIP e BIP sao
desenhados baseados no tipo selvagem e, quando ocorre o SNP, ndo ha

formacao da estrutura em formato de halteres, o que impede a amplificacdo e
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diferenciacao entre as sequéncias selvagens e mutadas (Parida et al., 2008). A
partir deste principio, a técnica tem sido utilizada para verificar a presencga de
polimorfismos genotipicos, através de SNP, além de polimorfismos associados
a artrite reumatoide e mutagdes em Anopheles gambiae (Badolo et al., 2012;
Iwasaki et al., 2003; Nakamura et al., 2007).
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Figura 7: LAMP para diferenciagéo de sequéncias mutadas contendo SNP. No alelo selvagem,
os primers FIP e BIP se ligam e permite que ocorra a amplificagdo. Ja no alelo mutado, onde
ocorre 0 SNP, os primers FIP e BIP ndo se ligam, o que impede a formagéo da estrutura em
forma de haltere e, assim, ndo ocorre a amplificagdo. Fonte: Eiken Chemical Co. Ltd.

ApOs a reacao da técnica, € possivel a visualizagdo de resultados em gel
de agarose, no qual o resultado do LAMP se apresenta de maneira
caracteristica através de um rastro e diversas bandas, os quais representam a
amplificacdo e formagao de fragmentos de tamanhos variados (Notomi et al.,
2000). Esta manipulacdo dos tubos apdés amplificacdo para aplicagao no gel
pode ocasionar contaminacdes, liberacdo de amplicons e a necessidade de
manipular corantes carcinogénicos, como o brometo de etideo (Khan et al.,
2012). Diante destes fatores, outras medidas para visualizagdo dos resultados
foram desenvolvidas.

No LAMP, a reacao de amplificacdo do DNA libera ions pirofosfato a partir

da ligacdo de dNTPs, sendo que esses ions reagem com os ions Mg*
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presentes no tampao de reagcao do LAMP formando pirofosfato de magnésio, o
qual é um subproduto da reacao insoluvel. Este subproduto da reagdo gera um
precipitado (o qual ndo é formado nas reagbes de PCR convencional) que
possibilita verificar o resultado da reacdo LAMP sem a necessidade de
eletroforese. Esta reacdo de precipitado pode ser representada através das

reacdes a seguir (Mori et al., 2001):

(DNA), 1 + dNTP — (DNA), + P,O3

P;O; f EMQ'{ _"MQ;FI;OT

A partir deste subproduto, é possivel diferenciar as reacdes positivas em
relacdo as negativas, através da turbidez, a olho nu ou utilizando um
espectrofotometro, de forma que os positivos apresentam uma solugao turva
em relagado aos negativos, ou centrifugando os tubos e observando a presencga
(positivos) ou ndo do acumulo de precipitado em cada tudo. Através do
aumento da turbidez devido ao aumento do precipitado, é possivel fazer uma
correlacdo entre o precipitado e a quantidade de sintese de DNA, além da
possibilidade de se fazer um acompanhamento em tempo real através da
medi¢ao da turbidez, via turbidimetro (Mori et al., 2001).

Através do pirofosfato de magnésio produzido pelo LAMP, é possivel a
utilizacdo do azul de hidroxinaftol (HNB — Hydroxy Naphtol Blue, Sigma) para
analise dos resultados. O HNB é um reagente indicador de metal para célcio e
um reagente colorimétrico para ions de metais alcalinos terrosos, cuja utilidade
foi provada na titulagdo de Mg®*. Na reacdo do LAMP, o HNB reage com os
ions magnésio mudando a cor da reagdo de violeta (negativos) para azul
(positivos) (Goto et al.,, 2009). Como o HNB é colocado antes de ocorrer a
reacdao de amplificacdo, reduz a possibilidade de contaminagdo devido a
elevada quantidade de copias obtidas apds a reacgéo (Njiru et al., 2008).

Outra forma de observar os resultados consiste na utilizacdo de corantes
fluorescentes intercalantes, como SYBR Green |. Apds a reagéao, ja que foi

descrito que o SYBR Green | inibe a amplificagao (Tao et al., 2011), adiciona-
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se 1uL do corante fluorescente em cada tubo e a cor dos tubos positivos
mudam para verde fluorescente, enquanto que os negativos continuam com a
cor laranja original. E possivel também observar os resultados sob luz UV,
através da diferenca entre os tubos positivos, os quais apresentam alta

fluorescéncia, em relagédo aos negativos (Parida et al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

A bactéria Wolbachia vem sendo utilizada em programas de campo como
forma alternativa (ou aditiva) ao controle de Dengue em varios paises. Durante
a soltura de mosquitos A. aegypti contendo Wolbachia, € necessario o
monitoramento semanal de mosquitos coletados na area para verificar a
presenga e disseminacdo da Wolbachia. Este trabalho € hoje realizado por
PCR quantitativo, uma técnica ainda de custo alto. Diante disto, € necessario
que seja criado um método rapido, sensivel e de baixo custo para diagnostico
no campo em larga escala, ja que ha a possibilidade de expansao deste projeto
em paises que nao possuam infraestrutura necessaria para realizacdo desta
técnica.

O LAMP vem sendo utilizado como ferramenta para diagnéstico em varias
doencas, deteccdo de genes alvos e de diversos micro-organismos, como
Leishmania (Khan et al., 2012), Toxoplasma gondii (Kong et al., 2012) e
Plasmodium vivax (Tao et al., 2011), incluindo bactérias semelhantes a
Wolbachia, como Brucella spp. (Song et al., 2012), Anaplasma ovis (Ma et al.,
2011) e Ehrlichia ruminantium (Nakao et al., 2010), além de ensaios para
deteccdo de DNA gendémico, RNA e também sendo possivel sua quantificagéo
em tempo real (Mori et al., 2001).

No presente estudo, propusemos aplicar a técnica do LAMP, que tem se
mostrado como uma metodologia simples, sensivel, de baixo custo e altamente
especifica, para deteccdo de Wolbachia para fins de monitoramento de insetos
que serao liberados em campo para controle de doencas. Essa técnica podera
também ser utilizada para a realizacdo de levantamento de espécies de insetos

naturalmente infectadas pela bactéria no ambiente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Utilizar o LAMP como um método simples e rapido de deteccado de

Wolbachia em insetos para fins de monitoramento.

3.2 Objetivos especificos

e Gerar primers especificos para a Wolbachia para uso no LAMP;

e Padronizar a técnica para que seja possivel sua execugao tanto em
termociclador, como em banho seco;

¢ Determinar a sensibilidade da técnica na detec¢ao de Wolbachia;

e Determinar a especificidade do LAMP frente a diferentes;

e Utilizar o azul de hidroxinaftol (Hidroxy Naphtol Blue, HNB) e SYBR
Green | como metodologias de visualizagdo dos resultados;

e Demonstrar as diferengcas de custos para a realizacdo da técnica de
PCR convencional x LAMP.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostras de insetos

Os mosquitos Aedes fluviatilis, naturalmente infectados com a cepa de
Wolbachia wFlu (Moreira et al., 2009), utilizados neste trabalho foram
provenientes de populagdes naturais que sdo mantidas no Insetario do
Laboratério de Malaria do CPgRR, além de mosquitos Aedes aegypti, oriundos
da Australia, que foram infectados artificialmente com duas cepas diferente de
Wolbachia, wMel (Walker et al., 2011) e wMelPop (McMeniman et al., 2009),
ambas infectadas individualmente. Estes mosquitos foram mantidos sob
temperatura média de 27°C, umidade relativa do ar média de 70% (x10%) e
fotoperiodo de 12 horas. As larvas foram mantidas em bandejas de plastico
(30 cm x 20 cm) com agua desclorada e alimentadas com as ragbes para
peixes Goldfish Colour — Alcon (para A. fluviatilis) e Tetramin Tropical Flakes —
Tetra (para A. aegypti), e os adultos alimentados com solu¢cdo de sacarose a
10%. Além disso, foram utilizados mosquitos de campo doados por
colaboradores, como Culex sp. e A. albopictus, juntamente com outros insetos
de diferentes ordens: Hymenoptera, Hemiptera, Lepidoptera, Orthoptera,
Siphonaptera, Coleoptera e Isoptera. Estes insetos foram coletados,
processados e confirmados como positivos para Wolbachia, por pelo menos
dois primers (WSP, 16S ou ftsZ), pelo nosso grupo de pesquisa (manuscrito em
revisdo) para validagdo da técnica. Foram incluidos também mosquitos que
nao sao naturalmente infectados, como as espécies Anopheles aquasalis, que
também é mantida na colénia do Insetario do Laboratério de Malaria do
CPagRR, e A. aegypti selvagem, os quais foram coletados em campo por meio

de armadilhas BG-Sentinela no projeto Eliminar a Dengue — Desafio Brasil.
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4.2 Técnicas moleculares

4.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico total de cada individuo foi realizada pela
maceragéao (utilizando o equipamento Mini-Beadbeater-16 / BioSpec) em 80 pL
de solugcdo de homogeneizagdo (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl [pH
8,2]) (modificado de FU et al., 2010) em tubos de 1,5 mL contendo uma bead
de vidro de 3 mm por 1,5 minutos e posterior centrifugacéo a 13000 rpm por 30
segundos a 4°C. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos a
97°C, mantidas no gelo por, pelo menos, 15 minutos, finalizando com
centrifugacdo a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C e diluicgdo em 1:10 do
sobrenadante em agua MilliQ autoclavada (Baton et al., 2013). Apds extragao,
as amostras foram mantidas a -20°C até o momento da realizagdo dos

experimentos.

4.2.2 Padronizacao da Amplificac&o isotermal mediada por loop (LAMP)

Inicialmente, para padronizagdo da técnica, utilizamos 2 pares de

primers desenhados no PrimerExplorer V4 (http://primerexplorer.jp/e/)

baseando-se na sequéncia do gene 76S ribossomal da Wolbachia (Simoes et

al., 2011), como descrito por Notomi e colaboradores em 2000.

Tabela 1: Sequéncias dos 4 primers para uso no LAMP.

Primer Sequéncia (5" — 3’)

F3 GGTTTC ACA CAG GTGTTG CA

B3 GGG CCATGATGA CTT GAC AT
FIP ATGAGG GTT GCG CTC GTT GCC TGT CGT CAG CTC GTG TC
BIP ACC ATC AGG TAATGC TGG GGA CCA TCC CCA CCT TCC TCCA
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Para iniciar a padronizacdo da amplificacdo por LAMP, as reacbes com
volume final de 25 uyL continham 1X tampao de Reagdo ThermoPol (20 mM
Tris-HCI, pH 8.8, 10 mM de KCI, 10 mM de (NH4)2SO4, 2 mM de MgSO4, 0,1%
de Triton X-100), 1,4 mM de cada dNTP, 0,6 uM de cada primer interno (FIP e
BIP), 0,2 uM de cada primer externo (F3 e B3), 0,8 M de Betaina (Sigma), 8 U
da enzima Bst DNA polimerase (New England Biolabs) e aproximadamente
150 ng de DNA de amostras de insetos.

Devido ao longo periodo de incubagdo necessario para que se obtenha
a amplificagdo, (em torno de 150 minutos) adicionamos os primers loop 0s
quais demonstraram reduzir o tempo da amplificagdo (Nagamine et al., 2002).
Desta forma, desenhamos novos primers com os Loop adicionais para acelerar
0 processo de reacado para deteccdo de Wolbachia através da amplificacéo
isotermal. Através do gene 716S ribossomal da bactéria. Os 6 primers (tabela 2)
foram desenhados no software LAMP Designer 1.02 (PREMIER Biosoft
Internacional), baseados na sequéncia do gene (Figura 8) da bactéria (Simoes
et al., 2011).

Tabela 2: Sequéncias dos 6 primers para uso no LAMP.

Primer Sequéncia (5 — 3)
F3 CTC GTG TCG TGAGAT GTT G
B3 GAA CGT ATT CAC CGT GGC
FIP CCC ACT CCA TAA GGG CCATGA GGG AC
BIP CAA TGG TGG CTA CAA TGG GCT GGC AG
LoopF CCACCTTCC TCC AGT TTATCA
LoopB CGC GAG GCT AAG CTAATC C
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F3 o
B'- CGAAGGGATAGGGTCGGTTCGTCCGGETTTCACACAGGTGTTGCATGECTGTCGTCAGCTOGTGTCGTGAGATETIGGGTTAAGTCCCGCAACGA

EIP.F2 . ¢ LoopF
GCGCAACCCTCATCCTTAGTTACCATCAGGTAATGITEEGEGEAL AAGGAAACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGETGEEGATGATATCAAGT

FIPF1c BIP.Bilc . LoopB .
CATCATGGCCCTTATGGAGTGGGCTACACA DG TGCTACAATGGTEGCTACAATGGGCTGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCCCTTAAAAGCCAT

< BIP B2 - B3
CTCAGTTCGGATTGTACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCACGGTGAATACGTTCTCGEETCTT - 3

Figura 8: Representacdo esquematica de parte da sequéncia do gene 76S da Wolbachia e o
local de anelamento de cada primer. FIP e BIP sdo as combinacdes de F2 e F1c e B1C e B2,
respectivamente.

Para iniciar a padronizacdo da amplificacdo por LAMP, as reacdes com
volume final de 25uL continham 1X tampao de Reagdo ThermoPol (20 mM
Tris-HCI, pH 8.8, 10 mM de KCI, 10 mM de (NH4)2SO4, 2 mM de MgSOQ., 0,1%
de Triton X-100), 0,32 mM de cada dNTP, 0,64 uM de cada primer interno (FIP
e BIP), 0,2 uM de cada primer externo (F3 e B3), 0,32 uM dos primers LoopF e
LoopB, 0,64 M de Betaina (Sigma), 6U da enzima Bst DNA polimerase (New
England Biolabs) e aproximadamente 30 ng de DNA de A. fluviatilis (infectado
naturalmente pela cepa wFlu) e A. aegypti (infectado artificialmente com a cepa
wMel). As reacgdes foram incubadas no termociclador a 63°C e, apds diferentes
periodos de incubagdo (30 min, 60 min, 90 min, 120 min e 150 min), as
amostras foram retiradas para avaliar qual tempo de incubacdo era o mais
indicado para obter a amplificagao.

A visualizacdo dos resultados da amplificacdo do LAMP foi realizada
através de gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etideo (Sigma) e,
além disso, foram feitas reag¢des tanto em termociclador, como em banho seco,
para que a técnica pudesse ser utilizada sem a necessidade de equipamentos
sofisticados, reduzindo os custos para sua execugao em campo.

Foram feitas reagcdes da técnica LAMP com diferentes concentragdes da
enzima para verificar sua eficiéncia e funcionalidade, reduzindo ainda mais o
custo deste reagente por reagao. Foram utilizadas 6U, 4U, 2U e 1U de enzima
Bst DNA polimerase por reagao, sendo que a concentracdo dos demais
reagentes foi mantida. As amostras utilizadas foram de mosquitos A. aegypti

infectados por wMel da colbnia ja estabelecida no Laboratério de Malaria.
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4.2.3 Avaliacéo da sensibilidade do LAMP

Para avaliacdo da sensibilidade, foi realizado uma PCR convencional
com os primers externos F3 e B3, gerando um fragmento de 315 pb. A reacéo
foi realizada em termociclador automatico (Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler,
Applied Biosystems), utilizando as seguintes condi¢des: desnaturagao de 94°C
por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento a
60°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 30 segundos, finalizando com
uma extenséo final de 72°C por 5 minutos. A reagédo, com volume final de 15uL
continha 1x de Tampao de PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCl);
0,13 uM de cada primer (F3 e B3); 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen); 1,5 mM
de MgCly; 0,7 U de enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 30 ng
de DNA total de A. aegypti infectado artificialmente por wMelPop. O produto foi
visualizado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo, sob luz
UV. O produto amplificado foi purificado usando o QIAquick PCR purification Kit
(QIAGEN) e, a partir deste produto purificado, foi feita a clonagem do
fragmento em plasmideo pGem-T Easy Vector System (Promega), seguindo as
instrugdes do fabricante, e incubagao overnight a 4°C. As células competentes
de Escherichia coli Top10F® (Invitrogen) foram transformadas com o
plasmideo recombinante através da técnica de choque térmico (45 segundos
de incubagdo a 42°C e 2 minutos no gelo), e foram plagueadas em meio de
cultura LB-agar contendo ampicilina (100 pg/mL), 100 yL de IPTG (100 mg/mL)
e 20 pL de X-Gal (50 mg/mL) (Promega) para realizagdo de screening de
coldnias azuis ou brancas. As placas foram mantidas overnight em estufa a
37°C para crescimento das colGnias brancas, as quais devem conter o inserto
de interesse. No dia seguinte, algumas colénias brancas foram individualmente
transferidas para tubos com 1 mL de meio LB e foram incubadas por 1 hora a
37°C. Em seguida, as amostras incubadas foram submetidas a um protocolo
rapido de extragao, que se inicia com centrifugacao por 5 minutos a 5000 rpm,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 100 yL de agua
MiliQ. As amostras foram incubadas a 95°C por 5 minutos no banho seco, em
seguida centrifugadas por 5 minutos a 13000 rpm e foram usados 2 uL de cada

amostra de colbnia para a reacao de PCR, seguindo o protocolo anterior.
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Apods confirmacao do inserto, quatro amostras foram selecionadas para
purificacdo do DNA plasmidial com o QIAprep Miniprep kit (QIAGEN) e
posteriormente a digestdo com a enzima EcoR |, que separa o inserto do
plasmideo, e a Pst |, que lineariza os plasmideos, para assim gerar as diluigdes
seriadas. Duas amostras foram selecionadas para purificacdo com o QIAquick
PCR Purification kit (QIAGEN) e finalmente quantificadas no Nanodrop
(Thermo Scientific) para estabelecer o numero minimo de copias da sequéncia
do gene alvo que é detectado pelo LAMP. Foi feito o célculo para determinar o
numero de moléculas por uL para, por fim, serem feitas as diluicbes seriadas
do DNA do plasmideo de 10° a 10° para avaliacdo da sensibilidade analitica da

técnica através do calculo abaixo:

Peso em Daltons = (pb do plasmideo + inserto)(330Da x 2 nucleotideos/pb)

(g/mol) NUmero de Avogadro 6,02214199x10%
(3015 + 315)(330Da x 2) = 3,64x10 *®g/mol
6,02214199x10%°
Concentracao de plasmideos (g/pL) Nanodrop = 5,2x10%g/uL
NUmero de copias 3,64x10™"8g/mol

Numero de moléculas = 1,43x10° moléc/pL

4.2.4 Avaliacao da especificidade do LAMP

Para verificar a especificidade dos primers em relagdo a outras
bactérias, foram feitas reacdes utilizando diferentes espécies, em colaboragao
com o Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematéfogos do Departamento de
Parasitologia da UFMG. As espécies de bactérias utilizadas foram: Bacillus
Sphaericus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Ochrobactrum intermedium,
Pantoea sp, Serratia marcescens e Serratia sp.

As bactérias foram recebidas em placas, as quais foram retiradas

fragmentos de cada colbnia e transferidas, individualmente, para tubos Falcon
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contendo 5 mL de meio LB liquido e foram incubadas sob agitacao a 37°C
overnight. Apds incubagao, 1 mL de cada tubo foi transferido para tubos de
microcentrifuga e, em seguida, as aliquotas foram incubadas a 95°C por 5
minutos no banho seco, centrifugadas por 5 minutos a 13000rpm e foi usado
1 uL de cada espécie de bactéria nas reagbes de LAMP, seguindo a

metodologia padronizada.

4.2.5 Utilizacdo do HNB e SYBR Green | para visualizacdo dos resultados

Uma forma alternativa de se observar os resultados, sem a utilizacdo da
eletroforese em gel de agarose, consiste na utilizagdo do azul de hidroxinaftol,
0 que permite diferenciar as amostras positivas das negativas a olho nu. Na
reacao do LAMP, o HNB reage com os ions magnésio mudando a cor da
reacao de violeta (negativos) para azul (positivos). Para padronizacdo da
técnica proposta, o HNB foi adicionado ao tampao de reagdo na concentragao
de 1,2 mM (Goto et al., 2009).

Outra metodologia padronizada para visualizagdo dos resultados foi
através do SYBR Green |, a qual requer luz UV (Parida et al., 2008). Para
visualizagdo, é adicionado 1 pL (1:1000) do corante em cada tubo apds a
reacao, onde os positivos apresentam fluorescéncia em relagdo aos negativos.
Para confirmagao dos resultados, em ambas as metodologias, o produto de
cada reacéo foi aplicado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de

etideo e visualizado sob luz UV.

4.2.6 Diferenca de custos PCR x LAMP

Para analisar os custos entre os reagentes de ambas as técnicas,
incluindo aqueles utilizados para visualizagao dos resultados, foi feito o calculo
do valor, em reais, para realizacdo de cada reacdo. Os calculos foram
baseados nos valores de compra de cada reagente no mercado brasileiro no

catalogo dos fabricantes, tanto do PCR convencional, quanto do LAMP.
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5 RESULTADOS

5.1 Padroniza¢édo do LAMP

No presente trabalho, conseguimos padronizar a técnica do LAMP para
deteccdo de Wolbachia em diversos hospedeiros, incluindo insetos de diversas
ordens e em mosquitos de campo, bem como em mosquitos da colonia do
Insetario do Laboratério de Malaria do Centro de Pesquisas René Rachou —
Fiocruz MG. Estes individuos utilizados eram tanto infectados naturalmente,
como A. fluviatilis e insetos coletados no campo de diferentes ordens, ou
artificialmente transfectados pela Wolbachia, como mosquitos A. aegypti, além
de mosquitos ndo infectados, como A. aegypti selvagem e A. aquasalis
(Gongalves et al., 2014).

Para padronizacao da técnica, amostras de A. fluviatilis infectados com
wFlu e A. aegypti com wMel, foram incubadas por diferentes tempos para
determinar o tempo necessario para que ocorresse a amplificagcdo. O resultado
foi observado em gel de agarose a 1,5% e corado com brometo de etideo
(figura 9).

M la 2 1b 2b le 2¢ 14 2d le e C-

Figura 9: Padronizagcdo do tempo de incubagédo para amplificacdo através do LAMP. Foram
utilizadas amostras de (1) A. fluviatilis infectado naturalmente por Wolbachia (wFlu) e (2) A.
aegyptiinfectado artificialmente com wMel. As amostras foram incubadas a 63°C em
termociclador e os tubos foram removidos em diferentes tempos: (a) 30 min, (b) 60 min, (c)
90 min, (d) 120 min e (e) 150 min. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen).
C-: controle negativo.
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Foi observado que a amplificacdo ocorreu a partir de 60 minutos de
incubacdo mas, para garantir a amplificacdo nas amostras que possuem uma
baixa densidade de Wolbachia, a reacao foi padronizada com o tempo de 90
minutos de incubacgéo a 63°C (Gongalves et al., 2014).

Durante a padronizagdo, tivemos problemas de contaminacbes dos
reagentes, além do controle negativo das reacgbes, o que dificultou o
desenvolvimento da técnica para detecgcéo de Wolbachia.

ApoOs padronizagdo, diversas amostras, tanto de campo, quanto de
colbnia, foram submetidas a técnica. Foram utilizadas amostras de mosquitos
selvagens nao infectados, como Aedes aegypti € Anopheles aquasalis,
mosquitos naturalmente infectados, como Aedes albopictus, Aedes fluviatilis e
Culex sp., e duas linhagens de A. aegypti, uma infectada por wMel e wMelPop,
incluindo insetos de diferentes ordens, positivos para Wolbachia, confirmados
anteriormente. As amostras foram incubadas a 63°C por 90 minutos e o
resultado foi visualizado em gel de agarose corado com brometo de etideo
(figura 10).
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Figure 10: Especificidade e reprodutibilidade do LAMP em diferentes insetos. Amostras de
mosquitos (Diptera): (1) A. albopictus, (2) A. fluviatilis, (3) A. aegypti wMel, (4) A. aegypti
wMelPop, (5) A. aegypti, (6) Culex sp e (7) An. aquasalis. Amostras de insetos de outras
ordens (8) Hymenoptera, (9) Hemiptera, (10) Lepidoptera, (11) Orthoptera, (12) Siphonaptera,
(13) Coleoptera e (14) Isoptera. Somente as amostras positivas para Wolbachia (confirmadas
anteriormente) amplificaram. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen).C-: controle
negativo.

Para o desenvolvimento da metodologia da técnica e na grande maioria
dos trabalhos que utilizam o LAMP, a concentragdo utilizada da enzima Bst
DNA polimerase é de 8U por reagdo (Notomi et al., 2000; Fujino et al., 2005;
Nakao et al.,, 2010). Apds padronizacdo e verificagcdo da sensibilidade da
técnica, para uma maior redugdo do custo da reacdo para deteccdo de
Wolbachia, foram feitas diferentes reagdes reduzindo a quantidade de Bst DNA
polimerase. As concentragdes utilizadas da enzima foram de 6U, 4U, 2U e 1U
por reagado. Apos incubagao, utilizando amostras de A. aegypti infectadas
artificialmente por wMel, o resultado foi visualizado em gel de agarose 1,5%

corado com brometo de etideo (figura 11).
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Figura 11: Reagdes de LAMP com 30ng de DNA total de Aedes aegypti infectadas com wMel
utilizando diferentes quantidades de enzima. 1) 6U; 2) 4U; 3) 2U e 4) 1U de enzima. Gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etideo. M: marcador de peso molecular 1kb plus
(Invitrogen), C-: controle negativo.

Foi observado que, utilizando apenas 1U por reagao da enzima Bst DNA
polimerase, € possivel obter a amplificagcdo de maneira eficiente nas amostras
com 30 ng de DNA total de A. aegypti infectado artificialmente por Wolbachia
(Gongalves et al., 2014).

5.2 Sensibilidade do LAMP

Para a analise da sensibilidade da técnica, foram feitas diluicbes
seriadas através da clonagem do inserto contendo o amplicon gerado a partir
da PCR convencional utilizando os primers externos F3 e B3. Os pontos 107,
10°, 10°, 10" e 10° foram submetidos ao LAMP seguindo a padronizacéo
estabelecida neste trabalho. As amostras foram incubadas a 63°C por 90
minutos, tanto em termociclador (12A), como em banho seco (figura 12B), e o

resultado foi observado em gel de agarose a 1,5%.
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M 1 2 3 4 5 C-

Figura 12: Avaliagdo da sensibilidade da técnica utilizando as diluigdes (1) 107, (2) 10°, (3) 10°,
(4) 10" e (5) 10°. As diluigdes foram incubadas em (A) termociclador e em (B) banho seco a
63°C por 90 minutos. Foi possivel obter amplificagdo com apenas 1 cépia da sequéncia alvo.
C-: controle negativo.

Foi possivel obter a amplificagao utilizando apenas 1 copia do plasmideo
contendo a sequéncia alvo, o que confirma a alta sensibilidade da técnica
(Gongalves et al., 2014).

Para padronizar a utilizagdo de apenas 1U de enzima em diferentes
amostras, foi feita a reagdo do LAMP com as diluigdes 107, 10°, 10° 10" e 10°,
em termociclador para verificar se a sensibilidade da técnica poderia ser
reduzida devido a menor quantidade de enzima por reagdo. As amostras foram
incubadas a 63°C por 90 minutos e o resultado foi visualizado em gel de

agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (figura 13).
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Figura 13: Reagdes de LAMP com as diluigbes seriadas e utilizando apenas 1U de enzima por
reacdo. Com apenas 1 copia da sequencia alvo foi possivel a amplificacdo. As amostras foram
incubadas em termociclador e visualizadas em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de
etideo. M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen), C-: controle negativo.

Através deste resultado, utilizando apenas 1U de enzima, a sensibilidade
da técnica se mantém, obtendo-se amplificagdo quando utilizado somente 1

copia da sequencia alvo.

5.3 Especificidade do LAMP

Visto que, no intestino de insetos, ha uma vasta microbiota natural com
diversas bactérias e outros microorganismos (Minard et al., 2013; Yun et al.,
2014), e que foi utilizado o DNA total dos insetos, a técnica LAMP para
deteccdo de Wolbachia se mostrou especifica para aqueles individuos que
albergam a bactéria Wolbachia, sem aparente inespecificidade com outras
bactérias da microbiota, visto que insetos sabidamente negativos para
Wolbachia nao apresentaram amplificagao (Gongalves et al., 2014).

Além das amostras utilizadas para o desenvolvimento do trabalho, tanto
aquelas positivas para Wolbachia, como de outros insetos naturalmente nao
infectados, foi feito o LAMP utilizando diferentes amostras de bactérias para
confirmar a especificidade da técnica frente a diferentes organismos. Para isto,
foram utilizadas amostras de B. sphaericus, B. cereus, M. luteus, O.

intermedium, Pantoea sp, S. marcescens e Serratia sp. As amostras foram
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incubadas em termociclador a 63°C por 90 minutos e o resultado foi visualizado

em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (figura 14).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C-

Figura 14: LAMP com diferentes espécies de bactérias para verificar a especificidade da
técnica. 1) B. sphaericus; 2) B. cereus; 3) M. luteus; 4) O. intermedium; 5) Pantoea sp; 6) S.
marcescens; 7) Serratia sp; 8) A. fluviatilis infectado naturalmente com wFlu; 9) Aedes aegypti
infectado artificialmente por wMel; M: marcador de peso molecular 1kb plus (Invitrogen).
C-: controle negativo.

Através deste resultado, foi possivel confirmar a especificidade da
técnica em relagdo a outras bactérias, além daquelas que estdo naturalmente
presentes nos insetos, as quais nao interferem na amplificacdo para
Wolbachia. Estes resultados corroboram a alta especificidade apresentada pela
técnica através dos 3 pares de primers, os quais se ligam a 8 regides distintas
do DNA alvo (figura 8).

5.4 HNB e SYBR Green | para visualizacéo dos resultados

Uma alternativa para visualizacdo dos resultados, como proposto por
Goto e colaboradores, € através do azul de hidroxinaftol (HNB), o que
possibilita a analise de resultados a olho nu. Foi adicionado 1,2 mM do corante
no tampao da reacdo e as amostras foram incubadas a 63°C por 90 minutos

(figura 15A). Como n&o possivel diferenciar os positivos dos negativos,
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visualmente, foi aumentado o tempo de incubagdo para 150 minutos (figura

15B) para melhor distingdo entre os azuis (positivos) e violetas (negativos).

Figura 15: Utilizacdo do UNB para visualizagdo dos resultados a olho nu. Inicialmente, as
amostras foram incubadas a 63°C por (A) 90 minutos. Como as amostras positivas néo tiveram
uma nitida diferenga entre o controle negativo, o tempo de incubagédo foi aumentado para
(B) 150 minutos. As amostras utilizadas foram (1) Aedes aegypti com wMel, (2) A. aegypti com
wMelPop, (3) A. fluviatilis com wFlu, (4) Drosophilidae. C-: controle negativo.

Foi possivel a padronizagao da visualizagdo dos resultados utilizando o
HNB, o que permite diferenciar as amostras positivas (azuis) daquelas
negativas (violetas) sem a necessidade de géis de agarose e manipulagbes de
corantes perigosos, como o brometo de etideo, e sem o uso de outros
equipamentos, como luz UV (Gongalves et al., 2014).

Além do uso do HNB, uma outra alternativa para analise dos resultados
sem o uso de géis de agarose, consiste na adigdo de SYBR Green | apds a
reagao e visualizagao sob luz UV (302 nm). Apés a incubacgao, foi adicionado
1 uL do corante e os tubos foram visualizados sob luz UV (figura 16A). Para
confirmar a amplificagdo, estas mesmas reagbes foram aplicadas em gel de
agarose a 1,5%, coradas com brometo de etideo e visualizadas sob luz UV
(figura 16B).
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Figura 16: SYBR Green como método de visualizagao de resultados. Foram utilizados 1) 30 ng
de DNA total de A. aegypti infectado por wMel. Ap6s incubagao, (A)1 ul de SYBR foi adicionado
em cada tubo e foram visualizados sob luz UV (302 nm). Para confirmacao, (B) o produto de
cada tubo foi aplicado em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo. M: Marcador
de peso molecular 1kb plus; C-: controle negativo.

5.5 Diferenca de custos entre PCR e LAMP

O uso da PCR para diagnostico e deteccédo de diversos genes é uma
das principais técnicas utilizadas, mas sao técnicas que requerem
equipamentos caros e um tempo elevado para sua execugao.

Para confirmar se a metodologia LAMP tem um baixo custo em relagéo a
PCR convencional, através do prego de catalogo de cada reagente, foi feito o
calculo de custo por reacdo, em reais, de ambas as técnicas. Somando os
valores de cada reagente por reagao, além dos reagentes utilizados para que
seja feita a visualizagdo do resultado e excluindo o valor dos equipamentos, a
técnica LAMP apresentou um custo de 53,92% menor em relagdo a PCR
convencional (tabelas 2 e 3). Quando incluimos o valor dos equipamentos para
execucao e visualizagao dos resultados, podemos concluir que o custo para
realizagcado da técnica LAMP é consideravelmente menor do que a reacao de
PCR.
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Tabela 3: Relagao dos custos, em reais, para execugao da técnica de PCR convencional.

PCR CONVENCIONAL - Taq DNA Polimerase (Invitrogen)

PRECO POR REAGAO

Quantidade média por

MATERIAL PRECO (MEDIA 10 pL/ TUBO em R$) reacéo
Taq DNA polimerase Invitrogen (11615-010) R$ 280,00 2,50 2UabuU
Tampéo R$ 0,00 0,00 1L
MgCl, R$ 0,00 0,00 0,3 L
Agua para biologia molecular Sigma, 1 Litro R$ 155,00 0,01 4,2 uL
dNTP 200 pL R$ 106,00 0,53 1L
Oligo Foward (2 uM) R$ 40,00 0,07 1L
Oligo Reverse (2 uM) R$ 40,00 0,07 1uL
Agarose R$ 300,00 3,00 19
Brometo de Etideo R$ 160,00 0,08 5ul
Padréo de peso molecular R$ 693,00 0,13 4uL no gel

TOTAL 6,39
EQUIPAMENTOS PRECO
Termociclador R$ 20.000,00
Cuba de eletroforese R$ 2.000,00
Fonte R$ 1.500,00
TOTAL R$ 23.500,00 *Consulta de precos em janeiro de 2014.
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Tabela 4: Relacao dos custos, em reais, para execucao da técnica LAMP.
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LAMP - Bst DNA Polimerase (New England Biolabs)
PRECO POR REACAO Quantidade média por

MATERIAL PRECO (MEDIA 25 pL/ TUBO em RS) reacao
F3 (10 uM) R$ 40,00 0,10 0,4 pL
B3 (10 uM) R$ 40,00 0,10 0,4 pL
LoopF (10 uM) R$ 40,00 0,20 0,8 yL
LoopR (10 uM) R$ 40,00 0,20 0,8 uL
FIP (10 uM) R$ 40,00 0,30 1,6 uL
BIP (10 uM) R$ 40,00 0,30 1,6 uL
Agua para biologia molecular Sigma, 1 Litro R$ 155,00 0,02 11,5uL
Bst DNA polimerase R$ 290,00 1,160 6,4U
Betaina R$ 95,00 0,203 3,2 uL
Hydroxy Naphtol Blue R$ 90,00 0,002 -
dNTP 200 yL R$ 106,00 0,430 0,8 pl

TOTAL 3,015
EQUIPAMENTOS PRECO

Termobloco (banho seco) R$ 1.500,00
TOTAL R$ 1.500,00 *Consulta de pregos em janeiro de 2014.




6 DISCUSSAO

Devido a grande importancia epidemiologica das doengas transmitidas
por vetores, ha um grande esfor¢o na busca de novas estratégias de controle
destas doengas no mundo inteiro (McGraw & O’Neill, 2013).

O uso da bactéria Wolbachia como alternativa para controle de doencgas
tem se mostrado uma metodologia com resultados promissores para sua
utilizacdo em campo para controle da Dengue através do programa Eliminate
Dengue (www.eliminatedengue.org). Para seu uso no campo e para que seja
feito o monitoramento da disseminagcdo da Wolbachia, € necessario o
desenvolvimento de uma técnica especifica, sensivel, rapida e de baixo custo
para detecgdo em larga escala da bactéria em insetos liberados em campo.

A técnica LAMP tem sido aplicada para diagndsticos de diversas
doengas, como Dengue, Chikungunya e Hepatite A (Parida et al., 2005; Parida
et al., 2007; Yoneyama et al., 2007) e também na detecg&o de diversos micro-
organismos, como Plasmodium vivax (Tao et al., 2011) e Toxoplasma gondii
(Kong et al., 2012), além de bactérias semelhantes a Wolbachia, como
Anaplasma ovis (Ma et al., 2011), Ehrlichia ruminantum (Nakao et al., 2010) e
Brucella spp. (Song et al., 2012).

A metodologia de amplificacdo isotermal mediada por loop apresenta
diversas vantagens para que seja feito o diagnéstico de doencas e
microorganismos, dentre as quais: a rapidez na sua execucao; facil de ser
realizada; maior eficiéncia de amplificagao; visualizagao do resultado a olho nu;
e apresenta custos mais baixos em relagdo a PCR, ja que pode ser realizada
utilizando apenas banho seco (Mori & Notomi, 2009; Nagamine et al., 2002;
Yoneyama et al., 2007). Para a execucdao da PCR, é necessario o uso de
termociclador para que ocorram os ciclos de amplificagdo, além do tempo gasto
pos-amplificagéo para analise dos resultados (Parida et al., 2008).

A padronizacio da técnica foi estabelecida, com o tempo de incubagao
de 90 min para garantir amplificagdo de Wolbachia nos mais diversos
hospedeiros, inclusive naqueles com baixa densidade da bactéria distribuida no

corpo do inseto.
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O LAMP é uma técnica bastante especifica devido ao uso de 3 pares de
primers que se ligam a 8 regides distintas do gene 76S rRNA da bactéria
Wolbachia. A inclusdo dos primers Loop adicionais a reagao reduziu o tempo
de incubacao necessario para que ocorresse a amplificagdo, como descrito por
Nagamine e colaboradores (Nagamine et al., 2002).

Foi possivel confirmar a especificidade utilizando amostras de DNA total
de diferentes insetos infectados ou ndo pela bactéria, além de diferentes
bactérias doadas por colaboradores. As reagdes de LAMP com insetos nao
infectados por Wolbachia demonstraram que n&o ocorrem amplificacbes do
DNA das diferentes bactérias residentes do intestino de insetos, ja que se
utilizada o DNA total de cada amostra (Minard et al., 2013). Além disso, se
mostrou uma metodologia sensivel, sendo possivel a amplificagdo a partir de
uma copia do DNA alvo da Wolbachia (Gongalves et al., 2014).

Durante a execugdo do projeto, tivemos muitos problemas de
contaminagdes, 0 que resultou em um tempo maior para padronizagao e
obtengdo dos resultados, ja que a quantidade de DNA amplificado atinge a
escala de 10° copias (Notomi et al., 2000; Ushikubo, 2004; Parida et al., 2008).
Khan e colaboradores executaram as reacdes de LAMP com os tubos
envolvidos por parafime como uma medida para evitar qualquer tipo de
contaminagdo cruzada (Khan et al.,, 2012). Para evitar contaminacgdes,
principalmente aquelas causadas por aerossois de amplicons, € importante que
cada etapa de execugdo da reagao seja realizada em salas separadas,
utiizando EPI adequados e, preferencialmente, utilizar corantes para
visualizacdo de resultados que podem ser adicionados antes da reacao,
evitando a manipulacdo e liberacdo de produto amplificado no laboratério
(Parida et al., 2008; Tao et al., 2011).

Utilizando o SYBR Green | como corante para visualizagdo dos
resultados, sob luz UV foi possivel observar claramente a diferenga entre os
tubos positivo e negativo, apds incubagcdo da amostra através da técnica
LAMP. Como descrito em outros trabalhos (Parida et al., 2008; Goto et al.,
2009), é possivel observar a diferenga entre os positivos (verde) e negativos
(laranja) a olho nu. Nas amostras testadas, no presente trabalho, n&do foi
possivel observar essa diferenca, sendo necessaria a utilizagdo da luz UV, o

que geraria um custo a mais para execugao da técnica em campo. Devemos
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levar em conta também o fato da necessidade de abertura dos tubos apds a
reacdo de LAMP, o que aumenta em muito o risco de contaminagao por
aerossois.

Baseando-se nos calculos dos reagentes do mercado brasileiro, na PCR
convencional, ha um gasto de R$ 6,39 por reacgéo, incluindo os reagentes para
visualizagdo dos resultados. Em contrapartida, para realizagcdo do LAMP, que
requer apenas o uso de banho seco, hd um gasto de R$ 3,01, incluindo o
reagente HNB para visualizagdo dos resultados, sendo este valor 53,92%
menor em relacdo a PCR. Em relagcdo aos equipamentos, o gasto para
realizagdo do LAMP ¢é 93,62% menor em relagdo aos equipamentos
necessarios para realizacdo da PCR, o que confirma que a técnica LAMP é
uma metodologia de baixo custo. Esse fato contribui para estudos de
levantamento em larga escala e monitoramento de espécies infectadas por
Wolbachia, no caso da aplicacdo pratica dessa bactéria para controle de
doencgas transmitidas por mosquitos vetores.

Através deste trabalho, a amplificagao isotermal LAMP se mostrou uma
metodologia ideal para uso em larga escala na deteccéo de Wolbachia, ja que
a mesma apresenta caracteristicas importantes para levantamento e
monitoramento de insetos que albergam a bactéria, sendo rapida, especifica,
sensivel e de baixo custo para sua execu¢gdo em campo (Notomi et al., 2000;

Gongalves et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Através do aumento de estudos envolvendo Wolbachia e sua interacao
com insetos, além da grande quantidade de insetos que albergam a bactéria, é
necessario o desenvolvimento de novas técnicas para sua detecgao de forma
rapida, com alta sensibilidade e especificidade.

Com o presente trabalho, concluimos que:

v’ Foi possivel gerar primers especificos para Wolbachia;

v Foi confirmado o uso da técnica LAMP para deteccdo de Wolbachia
diferentes espécies de hospedeiros, tanto em insetos de colénia, como de
campo, através da visualizagdo da amplificacdo em gel de agarose;

v" A reacao de LAMP pode ser utilizada para deteccado de Wolbachia sem a
necessidade do uso de equipamentos sofisticados, sendo possivel sua
realizacao em banho seco;

v A alta sensibilidade da técnica foi demonstrada através da amplificacao
de apenas 1 copia da sequencia alvo, tanto em termociclador, como em banho
Seco;

v' A especificidade do LAMP foi confirmada através da ndao amplificacdo
utilizando diferentes amostras de bactérias submetidas a técnica.

v O uso de diferentes corantes, como SYBR Green | e Azul de
hidroxinaftol, sdo alternativas para visualizacdo dos resultados sem o uso de
gel de agarose.

v O LAMP se mostrou uma técnica rapida de ser realizada, bastante

especifica e com um baixo custo.

Através deste trabalho, poderemos ampliar a utilizacdo da técnica para
deteccédo de diferentes cepas de Wolbachia, ja que foi observado que a técnica
pode ser utilizada para deteccdo de SNPs (Badolo et al., 2012; lwasaki et al.,
2003; Nakamura et al., 2007), onde ha apenas um nucleotideo de diferencga,

confirmando a alta especificidade da técnica.
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8 ANEXOS
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Abstract

Background: The bacterium Wolbachia s a promising agent far the biological cantrol of vector-borne diseases as
some strains have the ability to block the transmission of key human disease-causing pathogens. Fast, accurate and
inexpensive methods of differentiating betwesn infected and uninfected insects will be of critical importance as
field-based trials of Walbachiz-based bio-control become increasingly commaon.

Findings: We havwe developed a specdific and sensitive method of detecting Wolbachiz based on the isothemal
Ca amplification. This technigue can be performed in an ordinary heat block without the need for gel-based
visualisation, and is effective for a wide variety of insect hosts,

Condusion: Here we present the development of a rmpid, highly sensitive and inexpensive method to detect
Wolbachia in a variety of insect hosts, including key mosquito disease wectors.

Keywords: Wolbadhia, LAMP-loop mediated isothermal amplification, Mosquito, Insect

Findings
Vector-borme diseases (eg. malara, dengue, filariases
and Chagas disease) occur in more than 100 countries,
primarily within the tropics, with the annual, global
death mate in the millions. Despite the existence of a
variety of vector control measures disease incidence is
generally increasing, and consequenty there is an urgent
need to develop new and effective control strategies [1].
Ideally these strategies should be able to be used in
conjunction with exising control methods, and in this
context the bacterium Wolbachia pipientis has proven
to be a promising albernative, given its ability to restrict
pathogen development in many different mosguito-
pathogen combinations [2-5], and recently being applied in
the field in Australia, Vietnam, Indonesia and soon in other
dengue endemic countries (www.elimnatedengue.org).
Wolbachia is a vertically-transmitted bacterial end osym-
biont of arthropods that is able to manipulate its host’s
reproductive system and consequently spread rapidly
through wild populations [6]. Wolbadhia was originally
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identified in the ovaries of the mosquito Culex pipiens (7]
and recent studies have estimated that 40% of terrestrial
arthropod species are infected with the bacterium [8].
Critically, infections do not occur in key vector species
including the dengue mosquito Aedes aegyptl or in the
Anopheles genus [9]. Wolbadhia & typically detected within
the host by PCR against genes such as wsp (Wolbachia
surface protein) [10], ftsZ (cell division protein) [11], and
165 ribosomal protein [12], or through fuoresce noe-based
assays [13] These techniques can be expensive to perform
for large numbers of samples, and require the use of
laboratory equipment.

The LAMP (loop mediated isothermal amplification)
technique utilizes Bst DNA polymerase to create stand-
displacement amplification, and operates at a constant
temperature [14]. Examples of its use are very broad,
ranging from the detection of pathogenic microorga nisms
to sex determination in embryos [15]. The LAMP product
can be detected by the visualisation of turbidity, fluores-
cence or a mekl ion indicator producing a colorimetric
change [ 16] without the need to run a gel. These character-
istics make LAMP a suitable method to detect Wolbadhina
under circumstances where minimum infrastrocture is
available. Here we report the use of LAMP to detect
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Wolbackia in a diverse range of insect species, which
will prove beneficial to monitoring the progress of field-
based trials utilising the bacterium,

Methods

We examined many different species inchuding laboratory-
reared mosguite ines of Aades fuviatilie, naturally infected
by the Wolbachia strain wFlu, A, aggypti transinfected with
the whelPop and whel strains [17-19], and wninfected
Anopheles aquasalis mosquitoes. These lines were reared
at FIOCRUZ Minas as previously described [20]. We also
examined field-captured mosquitoes including A. aegypt,
A albopicus, and Culex sp. Furthermore, insects belong-
ing toa diverse range of orders, which were known to
be Waolbachia-infected (unpublished results) were also
ine luded.

Specimens were stored in 96% ethanol until DNA
extraction. Whole insect specimens were homogenized
for 1.5 min wsing a Mini-Beadbeater-16 (BioSpec), in
1.5 mL tubes containing one 3 mm glass bead and 80 pl
of homogenization buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
50 mdd NaCl [pH 82]), and were then centrifuged at
4°C for 30s at 13000 rpm [21]. The samples were then
incubated at 97°C for 10 min, placed on ice for
15 min, and centrifuged for 10 min (4°C, 13,000 rpm).
The supernatant was diluted 1:10. Primers for the
Wolbachia 165 ribosomal sequence [12] were designed
using the LAMP Designer 1.02 software (PREMIER
Biosoft International) (Table 1).

Each LAMP reaction (Vig =25 pl) contained 1x
ThermoPol Reaction Buffer (20 mM Tris—HCl, pH 8.8,
10 mM KCl, 10 mM ([NHg):50,, 2 mM MgS0, 01%
Triton X-100), 0.32 mM of each dNTP, 064 pM of each
internal primer (FIP/BIP), 032 pM of LoopF and LoopB,
016 pM of each external primer (F3/B3) 0.64 M of
Betaine, 61 of Bst DNA polymerase, large fragment (MNew
England Biolabs), and approximately 30 ng of DNA.
1.2 mM of the metal ion indicator Hydroxy Naphthol Blue
(HNB] was added to the ThermoPol Reaction Buffer.
The mixture was incubated at 63°C for 90 minutes on a
thermocycler or heat block, to determine if the reaction

Table 1 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
primers based on Wolbachia 165 sequences, designed
using LAMP designer 1.02 software

Priner Sequence [5-37

F3 CTOGTGETOATGARATGTTG

2] GAACGTATICADOGTRGET

AP AT AT AR GEECCATOAGLGACTT TAASRA AT
e CAATEGTHE TACAATGGGIT GGl AGAGTACAAT OO CAACTS
LooipF CCACCTTCCTCCAGTITATCAL

Lol CEOGAGGCTAAGTAATCC

Page 2 of 5

could be performed with a simpler setup. To check the
sensitivity of the assay we cloned the external primer
amplicon (F3/B3) into the pGemT-Easy (Promega) plasmid,
and observed the efficacy of the assay on serial dilutions of
the product.

Results and discussion
Loop mediated isothermal amplification has been used
to detect different organisms, such as Leisfonamia [22],
Toxoplasma gondii [23] and also bacteria belonging
to the same class as Wolbachia (Alphaproteobacteria);
Brucella spp [24], Anaplasma ovis [25] and Ehrlichia
rror i | 26). We designed a LAMP-based assay to
detect Wolbachia in different hosts wsing the bacterial
165 rRNA sequence [12]. Initially we designed the four
basic LAMP primers (F3, B3, FIP and BIP) but due to low
specificity we then included the extra Loop primers [14].
To optimize the LAMP reaction for Wolbadiia, samples
of A. fluviatill and whMel-infected A. asgyptl were used to
conduct a time course assay where we determined that

r

M 2 3 4 5 NC
Flgure 1 Sensitivity of the LAMP assay. To demire the senstvity
of our assay we coned the product of the LAMP maciion into a pasmid
and then performed the asay using senal dilubions at e fallowing
concentatians 107 (11 10° (4, 107 (3], 10" (4) and 10° {51 \We pedomeed
the asay wsing both a themooyder (A) and a heat block [B) with both
proning suiable Samples were Incuhated at &3 for SOmin The ssuits
weare visualzad on a 15% agarose el stined with ethidium bmmide
=1 Kb Pius, Ivvirogen M =negative

L
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amplification first oocurred after 80 minutes of incubation
at 63°C using a thermocycler — Additional file 1) This
was subsequently standardized at 90 minutes in order to
account for samples with low bacterial density.

Assay sensitivity was assessed by serally diluting plasmid
DMA containing the target sequence. Dilutions containing
107, 10°, 10°, 10" and 10° copies of the target gene were
incubated for 90 min, using a thermocycler (Figure 1A) or
heat block (Figure 1B). Sensitivity was high using either
method, with amplification observed from as little as 10°
copies of the target sequence, although it should be noted
that amplification from plasmids is more effective than
from genomic DA

To check the specificity of our assay we analyzed mos-
guite specimens (Diptera: Culicddae) both infected and
uninfectsd with Wolbachiz, Mo amplification was observed
in uninfeded specimens, sugpesting that the assay was
highly spedfic and did not react to other bacteri infecting
the mosquito gut [27]. We were also correctly able to
identify Wolbachia infection in insect specimens from

A

MoO& 2 10 11 12 I3

14 NG
Flgure 2 Specificity and reliability of the LAMP assay in different
Insects. To detemine the specificty and rallability of cur azsay we
amiplifiad the DA from diffsrent mosquito speckes {Diptara), inchuding
those naturally infected with Whibachiz [A) A alboplaus (1), A2
fumviznils (2], Culey 5o 8] those with tansinfectons, A2 aaqyptl — whie
(31 Ae caqypil — whdelPFop ), and those with no Infection; A2 cagypd
(4], An. oquasalls (71 We alko examined Insects from a range of
differant anders that wene known 1o be infected with Wolbachie
(B} Hymenoptera @), Hemiptera (9, Lepidoptera (10, Orthoptera
{11), Siphonaptera {1.2), Coleoptera {13), boptera (14). M =1 Kb Pus,
nwitrogen NC = megatve contol All Walbachigsniected speamens
amglified, while no amplficaton was abserved for uninfected specimerns

relicating that the assay was both highly slable and highly specfic

Page 3 of 5

other orders (Figure 2B). It is important o mention
though, as lateral gene transfer events are quite common
in Wolbadiia [28] further confirmation of the pres-
ence of this bacterium [MLST strain typing or in situ
hybridization for instance) will likely be appropriate in
specific studies, where the high throoghput screening
for positive individoals is not the main objective.

The assay included the metal ion indicator Hydroxy
Maphthol Blue [16] (which reacts with the pyrophosphate
ion by-product of the reaction) to check whether we could
detect Wolbachia without running agarose gels, We
were able to cleary visualise a difference in colour after
incubating the samples of A Tuviatilis (infected with
wFlu) and A. aepypti (wild type and infected with wiiel),
besides the negative A. aguasalis, for 150 min at 63°C in
the thermocycler (Figure 3). This step could be wtilized
when acoess to laboratory equipment is limited and also
has an advantage of reducing the risk of contamination
(no need to open the tobes).

In terms of the cost per reacion, LAMP is approxd-
mately half as expensive as conventional PCR. If the cost
of equipment is also included, LAMP becomes compara-
tively even cheaper given that it can be peformed wsing
only a heat block. As a further cost-saving measure, or
if required in the field, homogenization of specimens
could be performed wsing micro-pestles rather than a
bieadbeater,

Flgure 3 Detection of Wolbachio infection by lon indicator
visuallzatiom. (A} VWiith the addition of the bon Indicatar Hydnoy
Waphiol Bue 1o the LAMP maction it was passible 1o deiermine
whether a mosquito specimen was Wabachios-infected {Dhue),

ar -uninfced (punplsl wsing the naked eye The assay was highly
spacific with Wolbochio-infected Ae fudatills (1), Culex spp (3,
Ae gaqyptl f), all gving a positive result, whike the uniniected
An. aquasalls (3] did mot. [B) Ethidium bromid e staimed gel with
[A) samples N = negative contno

L
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We have demonstrated the reliability and sensitivity
of using LAMP to detect Wolbachia, with detection
possible for low-density infections, and the results easily
visualized by the naked eye. Consequently, this technigue
could be readily applied in the field, without the need
to use expensive laboratory equipment. This is the first
report of the use of LAMP to detect Walbadhia infection
in different hosts. The technique could potentially be
applied to differentiating between multiple strains that
could potentially occur within the same host species.

Additional file

Additional file 1: Standardization of the LAMP asay incuba tion time.
T chetermine The cpimal inoubetion Time for the a3y, LAMP reacions wess
pertemed wing (1) A2 fvintks natuslly nfeced with Wobadhis (e,
and (F) A aarye anficialy infeced with witel Samphes wes noubaed 2
AT i & thermocycies and The Tuibes we e mmoved 31 difesnt Tines:

30 i G, 60 min . 0 min {130 min i), 130 min (el The produas wes
vEialsad on 3 1.5% agarose gl staied with BB isible peoducts wese

pesent dfier 60 minues of incubation. NC = negalive contrdl
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Additional file 1:

M 1a 2a 1b 2b ¢ 2¢ 14d 2d le 2e N

Standardization of the LAMP assay incubation time. To determine the optimal incubation
time for the assay, LAMP reactions were performed using; (1) Ae. fluviatilis naturally infected
with Wolbachia (wFlu), and (2) Ae. aegypti artificially infected with wMel. Samples were incubated
at 63°C in a thermocycler and the tubes were removed at different times: 30 min (a), 60 min (b),

90 min (c¢), 120 min (d), 150 min (e). The products were visualised on a 1.5% agarose gel stained

with EtBr. Visible products were present after 60 minutes of incubation. NC=negative control.
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Nova estratégia

b

de combate a dengue

-

Doenga de grande importancia para a satde publica, a dengue infecta
cerca de 390 milhdes de pessoas por ano no mundo. Como ainda

n&o existe um tratamento especifico ou uma vacina, a principal medida
adotada contra a doenca é o controle do mosquito que a transmite,

o0 Aedes aegypti. Na busca de estratégias alternativas para evitar novos
surtos e epidemias, descobriu-se que a capacidade de transmissao

do virus da dengue ¢ significativamente reduzida quando mosquitos
Aedes tém em seu organismo a bactéria Wolbachia.

0 uso desse micro-organismo — ja ha estudos nesse sentido

no Brasil — podera reduzir a disseminacao da doenca.

Daniela da Silva Gongalves e Luciano A. Morgira
Centro de Pesquizas René Rachou, Fundapde Oswalds Cruz {WG)
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dengue, doenca responsdavel pelo maior ni-
mero de hospitalizagies no mundo atual, €
causada pelo virus DENV, que tem cineo

tipos diferentes (sorotipos) — o quinto, des-
coberto na Malasia em outubro, ainda exigird maiores
estudos. A Organizacio Mundial da Satide estima que
cerca de 100 milhdes de pessoas contraem a doenca por
ano, no mundoe, mas estudos indicam que esse nimero
pode ser até quatro verses maior. Cerca de 2.5 hilhdes de
pessoas vivem em dreas de risoo de infecogdo, nas regioes
tropicais ¢ subtropicais (ver ‘Tres formas diferentes’).

O virus & transmitido por mosquitos do génern Aedes,
principalmente da espiécie Aedes aegypti, hoje presente
e dreas tropicais ¢ subtropicais de todo o mundo. A
transmissdo ocorre quando uma fémea do inseto se ali-
menta de sangue (importante para a maturacio de seus
OV0s) em uma pessoa que estéja na fase aguda (inicial)
da doenca. Com o sangue, o mosquito ingere o virus, que
se desenvolve em seu organismo e, apds cerca de 10 dias,
pode ser injetado em outro individuo picado pelo inseto,
fechando o ciclo de transmissan,

Acredita-se que a dengue surgiu no Sudeste Asidtion,
de onde aos poucos se espalhon pelo mundo. Em 1780

aconteceram, na América do Norte ¢ na .-ifrif.'a_. 0% pri-
meiros surtos atribuidos a doenca fora da Asia, e a
primeira epidemia de dengue hemorrigica ocorren em
1953 nas Filipinas. Mo Brasil, além de provaveis sur-
tos no século 19, a doenca causou epidemias em Sao Pau-
lo, em 1916, e em MNiterdgi (R]), em 1923, mas as cam-
panhas de combate aos mosquitos transmissores da fe-
bre amarela também eliminaram o Aedes do pais por
varias décadas. A dengue retornon nos anos 1980, com
epidemias em Roraima (1982) ¢ depois em algumas ca-
pitais nordestinas (Maceid, Fortaleza e Recife) ¢ no Rio
de Janeiro [1986-1987). A partir dai, espalhou-se por
praticamente todo o terrbdrio nacional.

Segundo dados do Sistema de Vigilancia Epidemino-
Igica da Dengue, entre 2000 ¢ 2012 foram registrados
no territdrio brasileiro pouco mais de 5,8 milhdes de
casos de dengue. Foram confirmados, no mésmao perio-
da, 22,501 casos da forma grave (oom 1.533 mortes) e
649.415 da forma ‘com complicagbes’ (oom 1.639 mortes).
As maiores epidemias aconteceram em 2002, 2008 e
2010, MNeste ano, somente no primeirmn semestre, foram
notificados cerca de 1,47 milhao de casos de dengue no
Brasil, com mais de 500 mortes.

CAENCIAHOIE | 311 | MNEIRO/FEVEREIRD 2014 | 29
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Bﬂctérla I.':I]I'Itl'a 'd'l'rIJS O combate ao A. aegypti,
coin inseticidas e campanhas de prevencaoe que visami
reduzir a infestagao de mosquitos, & a principal L"_-ctrzlll."l£
gia adotada atualmente contra a dengue. Mas equipes
de pesquisa em todo o munde tentam encontrar outras
formas de controlar a doenca, para reduzir o ndmero de
infectados ¢ de casos graves que exigem internacio,
o que, além de evitar mortes desnecessarias, di[]]i[]uiriej
o custo social e inanceiro dos surtos, que sdo mais intens
506 no perodo de chuvas, entre margo ¢ junho. Ha maiy
de 30 anos tenta-se criar uma vacina que imunize as pog
pulagies humanas, protegendo-as dos diversos soroti-
pos, mas muitos ‘candidatos’ a vacina falharam e os aing
da em estudo dependem de testes de campo.

Ha alguns anos, porém, surgin uma alternativa da
controle bioldgico da dengoe. Cientistas que estudavam
bactérias do género Wolbachio — presentes em cerca dg
60% dos insetos do mundo — descobriram que ela ¢ capaz
de impedir a transmissdo do DENV, ao afetar o desen-
volvimento normal do virus no organismo dos insetos,
gerando uma estratégia promissora de combate 4 doenga.
A Wolbackhio & transmitida apenas das fémeas para seus
descendentes e 56 vive dentro das células dos insetos
hospedeiros. Essa bactéria, nunca encontrada em verte-
brados, ¢ inofensiva a animais ¢ seres humanos.

0 mosquite A. aegypti, porém, nio ¢ naturalmente
infectado pela bactéria. Para que isso ocorresse, pes-
quisadores da Universidade de Monash, na Austrdlia,
isolaram linhagens de Walbachio da mosca-das-frutas
(Drosophile melanogaster), cultivaram a bactéria em of-

A dengue & uma doenga viral gue tem como sintom as iniciais fe-
bre alta, dor de cabega, dor em miscubos e juntas, manchas ver-
melhas na pele e prostracio - viimitos e diarmeaa também podem
ocoamer, especialmente em criangas. Na maioria dos casos, 05
simtomas duram carca de uma s2mana & desaparecem sem Se-
quelas: é a dengue classica. Mas hi oufras duas formas da doen-
a3 quE Exigem maies cuidados: a dengue grave (nome reco-
mendado, em lugar de dengue hemorragica, Ja que em muitos
Cas0s graves nao hd hemarragia) e 2 dengue com complicagies.

Ma forma grawve, podem ocomer sangramentos esponta-
nens em certas mucosas (nanz, gengiva eouiras) e hematomas
decarrentes do rompimento de vasos sanguinens na pele. Em
cas0s severos, pode haver hemarragia nos aparelhos digestivo
e urindrio, queda acentuada da gquantidade de plaguetas (cé-
lulas responsaveis pela coagulacdo do sangue) e variaghes na
Qressan sanguinea, quadro que pode bevar o paciente 3 morte,
s nao receber tratamento. A forma com complicagies in-
clui alteragdes neurologicas, cardwomespiratarias, hepaticas e
outras, e também pode ser fatal.

30| CIENCIAHOIE | 210 ) WOL. 52
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lulas desse mosquito e, apds milhares de microinjecoes
nos ovos do inseto, conseguiram que a infecgao se tor-
nasse estdvel em populagies do Aedes. Nos hospe-
deiros, a bactéra invade e coloniza diversos tecidos,
como glindulas salivares, intestinge, misculos toracioons
e drgdos reprodutivos, e esse dltimo passo & essencial
para que seja transmitida aos descendentes do inseto
infectado.

Assim que a bactéria se estabeleceu no A. aegypti,
ohservou-se que cla era capar de reduzir a replicacio do
virus da dengue nos tecidos do inseto e bloguear sua
transmissan. Esses efeitos decorrem possivelmente do
aumnento da imunidade que a bactéria induz no mosgui-
to ¢ também da competicdo por nutrientes celulares, ja
gue ambos — virus ¢ bactéria — vivem dentro das oflulas.

Além disso, a Walbachio indue nos hospedeiros uma
anormalidade reprodutiva chamada tecnicamente de
‘incompatibilidade citoplasmitica”. As fémeas do mos-
guitn infectadas geram ovos férteds quando copulam tan-
to com machos infectados quanto com ndo infectados,
transmitindo a bactéria aos descendentes, mas, devido a
essa anormalidade, o cruzamento de fémeas néo infec-
tadas com machos infectados leva ao blogueio total ou
parcial do mimer de ovos férteis. Com isso, as fémeas
com Wolbachio tém mais chance de deixar descenden-
tes, o que favorece a disseminacao da bactéria na po-
pulacio de mosguitos.

(0 real mecanismo envolvide na incompatibilidade
citoplasmatica ainda nao foi elucidado, mas sugere-se
que a bactéria modifica o espermatozoide do hospedei-
ro, o que impede o desenvolvimento dos embrides.
Essa anormalidade ¢ um fator importante para garan-
tir sucesso no controle da dengue, jd que a bactéria
promove a propria propagacio no ambiente e, com o
tempo, 100% dos mosquitos estarao infectados, reduo-
ando ou eliminando a transmissao do virus DENV.
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Eliminar a dEnEUE‘ O projeto de uso da Wolbackio
para tentar reduzir os casos de dengue teve inicio na
Australia e se expandm para Indondésia, China e Vietni.
Yustril i Ind { Viet
Ma Austrilia ¢ no Vietna, j@ aconteceram as liberacies
de linhagens de A, gegypti com a bacténa. No Brasil, a
: LY

primeira liberacio dos mosquitos infectados estd pro-
gramada para este ano, em algumas localidades do esta-
do do Rio de Janeiro,

Ma Australia, ja foram realizadas solturas em sete lo-
calidades no norte do pais, ¢ estudos confirmaram que a
infeccio se espalha rapidamente pela populacio de mos-
quitos. Verificou-se, por exemplo, que apds 10 semanas
de soltura (em 2011, em doas localidades) a proparcéio
de mosquitos com a Wolbachia foi bem prixima dos
100%, e atd hoje se mantém alta, revelando que a bac-
téria se estabelecen com sucesso. O proximo passo serd
muostrar que essa estratégia pode reduzir o nimero de
casos da doenca. Para isso, porém, ¢ preciso realizar tes-
tes em paises onde a dengue € endémica.

Mo Brasil, o projeto *Eliminar a Dengue: Desafio Bra-
sil' esta em fase inicial. Estao sendo feitos cruzamen-
tos entre os insetos para que a Walbachio seja transmiti-
da para linhagens de A oegypti que tenham a carga ge-
nética da populagio desses insews existente no pais. Tam-
bém vém sendo realizados testes, em laboratdnio, para
confirmar se¢ 8 Wolbarhio também ¢ capaz de bloguear
os virus da dengue que circulam no territdrio brasileim,

A adocio dessa nova estratégia de combate, to entan-
to, nao significa que a populacio pode abandonar as ati-
vidades — bastante ehcazes — de controle dos mosguitos
(eomo eliminar criadouros, ou seja, depdsitos de agua
parada ao ar livre e outros). A inspecao frequente das
moradias deve continuar mesmo apds a introducio da
Wolbachio em uma localidade.

Estd em andamento o processo de escolha das pri-
meiras localidades (Urca, Tubiacanga, Vila Valqueire e

Jurujuba, no estado do Rio de Janeiro) em que omrreréao
as liberagtes e vém sendo definidas as aces necessanas
para levar informacies detalhadas sobre o projeto aos
moradores, para maior adesio e contribuicdo as medidas
de controle. Em paralelo, esta sendo feito um reconhe-
cimento minucioso da populacao nativa do A. segypti,
visando evitar que o nidmero de mosquitos aumente con-
sideravelmente nas areas onde ocorrerem as solturas,

As populaches de mosquitos também serdo monito-
radas apds a liberacdo das linhagens infectadas, para
verificar se a bactéria se propagou ¢ se estabeleceu no
ambiente. Em seguida, serd avaliado o efeito da bactéria
na capacidade de bloqueio ao virus da dengue. Com base
nos resultados ja obtidos nos paises onde esses mosqui-
tos foram liberados, esperam-se resultados positivos,
com a disseminacao da Wolbachio nas populagoes de
mosquitos no Brasil e, no futur, a reducio consideravel
de casos de dengue e possivelmente das mortes causadas
por essa doenca. [
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Wolbachia are intracellular, matemally-transmitied bactera considerad the most
abundant endosymbiont found in arthropeds. They reproductively manipulate their host
in order to increase their chances of being transmitted to the offspring, and currently
are being used as a tool to confrol vector-bome diseases. Studies on the distribution of
Welbachia among its arthropod hosts are important both for better understanding the
mechanism of why this bacterium is 50 common, as well as for its potential use as a
biclogical comtrol agent.

Here, we studied the incidence of Welbachia in a broad range of insect species,
collected from different regions of Brazil, using three genefic markers (165 rRMA, wsp,
and ft=Z), which varied in terms of their sensitivity to detect this bacterium.

The overall incidence of Welbachia among species was 63.4% belonging to 58 families
and 14 orders. The most commaon positive insect orders were Coleoptera, Diptera,
Hemiptera and Hymenoptera, whereas Diptera and Hemiptera had the highest
numbers of Waolbachia positive families. Wolbachia positive insects induded important
human disease vectors, which infection status has never been reported before. Cur
study further shows the importance of using guantitative PCR (gPCRY) for a high-
throughput and sensitive Wolbachia screening.
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