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RESUMO

As infec¢Oes respiratérias sdo doencas que ocorrem no trato respiratério, que podem
variar desde infeccdo leve, como resfriado, até condicbes mais graves, como
pneumonia. As principais infecgbes do trato respiratério inferior sdo as infecgdes
respiratérias agudas, causadas principalmente por virus ou bactérias. Estima-se que
anualmente cerca de quatro milhdes de pessoas morrem de infeccdes do trato
respiratorio no mundo. Durante a pandemia da Covid-19 houve um aumento de casos
de pneumonia, com muitos casos graves, podendo estar associados a coinfecgéo
bacteriana. A pandemia gerou grandes impactos, principalmente no sistema de saude
publica do pais, levando a necessidade de implementacdo de medidas para controle
e prevencado da doenca. O objetivo desse estudo foi detectar a presenca de patdbgenos
bacterianos em amostras de pacientes com suspeita de infeccdo pelo SARS-CoV-2,
utiizando qPCR-HRM como método de identificacdo. Um total de 166 amostras
positivas e 188 negativas para Covid-19, coletadas das vias aéreas superiores, foram
analisadas utilizando os termocicladores Rotor-Gene Q 5-plex HRM e QuantStudioTM
7 Flex Real-Time PCR Systems e confirmadas pelo sequenciamento de Sanger. De
forma geral, a metodologia utilizada mostrou alta sensibilidade, permitindo identificar
0s patdgenos bacterianos, baseado nas curvas de Melting (Tm) dos genes alvo. Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que a associa¢ao do virus da Covid-19 com
patdgenos bacterianos seja responsavel pelo aumento da gravidade dos casos, visto
que, em 55,2% das amostras de pacientes considerados em estado grave ou critico,
de acordo com a classificacdo do Ministério da Saude, foi detectado pelo menos um
patdgeno bacteriano. O microrganismo mais detectado foi S. pneumoniae com 31,3%,
seguido por H. influenzae (21,7%) e M. pneumoniae (7,6%). Do total de amostras
analisadas, em 14,4% foram detectados dois patdégenos bacterianos
simultaneamente. A padronizacdo de um meétodo rapido e eficaz e de baixo custo
como a gPCR-HRM, em laboratorios de referéncia e hospitais publicos, é fundamental
para direcionar as agfes de vigilancia em saude. Essas informagdes podem auxiliar
na vigilancia epidemiolédgica e nas estratégias para evitar novos surtos e aumento da

mortalidade de pacientes com Infeccédo Respiratoria Aguda (IRA).

Palavras-chave: Infeccbes respiratorias agudas, Covid-19, coinfeccdo, HRM,

infeccdo bacteriana.



ABSTRACT

Respiratory infections are diseases that occur in the respiratory tract, which can range
from a mild infection, such as a cold, to more serious conditions, such as pneumonia.
The main lower respiratory tract infections are acute respiratory infections, mainly
caused by viruses or bacteria. It is estimated that annually about four million people
die from respiratory tract infections worldwide. During the Covid-19 pandemic, there
was an increase in cases of pneumonia, with many serious cases, which may be
associated with bacterial coinfection. The pandemic generated major impacts, mainly
on the country's public health system, leading to the need to implement measures to
control and prevent the disease. The aim of this study was to detect the presence of
bacterial pathogens in samples from patients with suspected SARS-CoV-2 infection,
using gPCR-HRM as an identification method. A total of 166 positive and 188 negative
samples for Covid-19, collected from the upper airways, were analyzed using the
Rotor-Gene Q 5-plex HRM and QuantStudioTM 7 Flex Real-Time PCR Systems
thermal cyclers and confirmed by Sanger sequencing. In general, the methodology
used showed high sensitivity, allowing the identification of bacterial pathogens, based
on the Melting curves (Tm) of the target genes. The results obtained in this study
suggest that the association of the Covid-19 virus with bacterial pathogens is
responsible for the increase in the severity of the cases, since, in 55.2% of the samples
of patients considered to be in a serious or critical condition, according to the
classification of the Ministry of Health, at least one bacterial pathogen was detected.
The most detected microorganism was S. pneumoniae with 31.3%, followed by H.
influenzae (21.7%) and M. pneumoniae (7.6%). Of the total of samples analyzed, in
14.4% two bacterial pathogens were detected simultaneously. The standardization of
a fast, effective and low-cost method such as gPCR-HRM, in reference laboratories
and public hospitals, is essential to direct health surveillance actions. This information
can help in epidemiological surveillance and strategies to prevent new outbreaks and

increased mortality in patients with Acute Respiratory Infection (ARI).

Keywords: Acute respiratory infection, Covid-19, coinfection, HRM, bacterial infection.
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1 INTRODUCAO
1.1 Infec¢cBes Respiratorias Agudas

As infec¢cBes respiratorias sdo doencas que ocorrem no trato respiratorio,
tanto superior como inferior, levando a obstru¢cdo da passagem do ar a nivel nasal,
bronquiolar e pulmonar (WHO, 2015). As principais infeccdes do trato respiratorio
inferior s@o as infecgdes respiratdrias agudas (IRA) que, sdo mais importantes em
algumas faixas etarias, como em criancas e idosos, particularmente mais vulneraveis
a essas complicacdes (CARDOSO, 2010).

Entre as infec¢Bes respiratorias, sdo encontradas desde resfriados comuns,
até pneumonias. Na maioria das vezes, essas infec¢des tém etiologia viral, mas em
alguns casos, como na pneumonia, por exemplo, a presenca de bactérias deve ser
considerada. Além disso, a doenca constitui em uma das principais causas de
demanda por consultas e hospitalizacdo em criancas (ALVIM; LASMAR, 2009).

Mundialmente, as IRA s&o consideradas a principal causa de morbidade e
mortalidade, seja em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, assumindo uma
particular importancia durante o inverno e em populagcdes de risco. No entanto, nos
paises em desenvolvimento, esses indices aparecem mais altos, sendo as
pneumonias as principais infec¢des respiratorias agudas, responsaveis por 14% de
todas as mortes somente na faixa etaria pediatrica, causando 740.180 mortes em
2019 (SBPT, 2007; WHO 2022b). Embora a incidéncia das infec¢des respiratorias
seja semelhante, principalmente em criancas menores de cinco anos, percebemos
uma diferenca significativa em relacéo a frequéncia e a gravidade da doenca em
paises emergentes (BLACK et al., 2010; UNICEF, 2022).

Por definicdo geral a pneumonia é uma doenca inflamatéria aguda de causa
infecciosa que acomete o trato respiratério inferior, causada, na maioria das vezes,
por virus e/ou bactérias (SOUZA, 2018). Neuman et al.,, (2011) classifica a
pneumonia como inflamacéo do parénquima pulmonar acompanhada de infec¢éo do
trato respiratorio inferior, 0 que provoca importantes alteragbes em relacdo a

ventilagdo e na mecénica respiratoria, impedindo um padréo respiratorio eficaz.

As caracteristicas de apresentacdo da pneumonia viral e bacteriana séao

semelhantes. No entanto, os sintomas da pneumonia viral podem ser mais



16

numerosos do que os sintomas da pneumonia bacteriana. A maioria dos quadros de
IRA ocorre ap6s uma infeccao viral de vias aéreas superiores, mas apenas a minoria
desses quadros evolui para uma inflamacéo nos pulmdes (ALVIM; LASMAR, 2009).

Segundo o Forum Internacional de Sociedades Respiratorias (FISR, 2017),
cerca de 4 milhdes de pessoas morrem anualmente de infec¢des do trato respiratorio
em todo o mundo. No Brasil, cerca de 800.900 pessoas foram internadas com
pneumonia no periodo de janeiro de 2020 a janeiro de 2022, segundo dados
registrados pelo Sistema de Informagdo sobre mortalidade hospitalar do
departamento de informética do Sistema Unico de Satde (SIM/DATASUS), desse
total, 105.600 vieram a o6bito.

A pneumonia € o resultado mais sério de IRA e mata mais crian¢cas do que
qualquer outra doenca infecciosa. A cada 43 segundos uma crianca morre pela
doenca. Durante a pandemia de Covid-19, riscos adicionais para a saude e o bem-
estar das criancas foram evidenciados, uma vez que a pandemia causou o colapso
do sistema de salde, visto que profissionais da saude ficaram sobrecarregados e
produtos para o tratamento, como 0 oxigénio e alguns medicamentos, ficaram
escassos (UNICEF, 2022).

Entre os anos 1990 e 2015 houve uma reducéo das taxas de mortalidade por
infeccbes do trato respiratério no pais. Embora essas taxas estejam em queda
(reducéo de 25,5%), as internacdes por pneumonia e o0s altos custos do tratamento
continuam sendo desafios para a saude publica (CORREA, 2018). Apesar da
diminuicdo, nos ultimos anos foi registrado um aumento significativo em relacéo as
internacfes em todo o mundo, devido a atual pandemia da sindrome respiratéria
aguda grave causada pelo virus SARS-CoV-2, e seus efeitos ainda estdo em
andamento (WHO, 2022a).

Este novo coronavirus é responsavel pela doenca classificada como Covid-
19, provocando aumento das mortes por infec¢do respiratéria no decorrer do ano
seguinte e até hoje em diversos paises (WHO, 2020a). Desde o inicio da pandemia,
até 31 de outubro de 2022, foram registrados 34.828.749 casos de Covid-19 no pais,
totalizando cerca de 688.157 6bitos acumulados (BRASIL, 2022b).

O surgimento do novo coronavirus foi observado pela primeira vez quando
casos de pneumonia inexplicada foram observados na cidade de Wuhan, na China

(WHO, 2020b). Os coronavirus sao zoonaéticos, ou seja, sdo transmitidos entre
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animais e pessoas. Sa4o uma grande familia de virus que causam doencas que vao
desde o resfriado comum até condicbes mais graves, como a sindrome respiratéria
do Oriente Médio (MERS-CoV), sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e
agora a sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2). A maioria
das pessoas infectadas com o virus da Covid-19 apresenta doenca respiratoria leve
a moderada e se recuperam sem a necessidade de tratamento especial ou ainda
podem ser portadoras assintométicas. Idosos e individuos com comorbidades pré-
existentes, como hipertensao, diabetes, doencas respiratdrias cronicas e cancer, tém
maior probabilidade de desenvolver a doenca grave (WHO, 2020a). A doenca ainda
pode apresentar complicacdes respiratorias como a pneumonia e a sindrome da
angustia respiratdria aguda - SARA (BRASIL, 2020).

A possibilidade de coinfeccdo com outros patégenos respiratérios ainda é
pouco conhecida. No entanto, essa deve ser uma preocupacao importante para 0s
meédicos no manejo da Covid-19. (AVALOS et al., 2020; CHEN et al., 2020). Gayam
e colaboradores (2020) descrevem que as coinfec¢gées com Covid-19 podem resultar
em sintomas respiratérios prolongados, permanéncia na UTI, além do aumento da

morbimortalidade se ndo detectadas e tratadas de forma adequada.

1.2 Coinfeccéo bacteriana e infec¢g8es secundarias

As pandemias sao geralmente de causa viral. Acredita-se que isso seja devido
a alta taxa de mutacdo desses patdogenos (HOLLAND, et al., 1982). Uma
complicagdo comum da doenca respiratéria viral pode ser a infeccdo bacteriana
secundéria. Esse tipo de infeccdo, como o nome sugere, € uma infecgdo que se
desenvolve em pacientes apés a infeccao inicial a outro patégeno, comumente um
virus (MORRIS, et al.,, 2017). Enquanto as infec¢cOes secundarias ocorrem em
sucessao a infeccao primaria, as coinfec¢des sao causadas por multiplos patdogenos
e ocorrem simultaneamente, no entanto, em vez de uma combinagdo de varios
patdgenos, tende a haver um foco em um anico patégeno (JAMIESON, et al., 2010).

Uma série de infecgBes virais podem ser complicadas por coinfecgdo ou
infeccdo secundaria por uma variedade de bactérias, incluindo Streptococcus
pneumoniae e Haemophilus influenzae. Essa associa¢cdo pode levar a um aumento

da gravidade de doengas, como a pneumonia, por exemplo (MORRIS, et al., 2017).
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Evidéncias epidemioldgicas mostram que as infec¢cdes secundarias podem aumentar
significativamente a morbidade e a mortalidade das infeccfes virais (GUPTA et al.,
2008).

Os mecanismos pelos quais a coinfeccéo e a infeccdo secundéria ocorrem
sdo muito diversos. Relatos de pandemias passadas, como a de influenza, mostram
uma alta frequéncia de colonizacéo por espécies bacterianas nos pulmdes, bactérias
essas que sdo comumente encontradas nas vias aéreas superiores. Evidéncias
sugerem que as lesbBes causadas por virus no trato respiratério inferior podem
favorecer a aderéncia de bactérias patogénicas nas vias aéreas e no pulmao, e
consequente infeccao bacteriana secundaria (JOSEPH; TOGAWA; SHINDO, 2013).

Durante a pandemia de influenza suina de 2009, houve um aumento nos
casos de pneumonia hospitalar como resultado de pneumonia bacteriana
secundaria, que foi identificada em aproximadamente 55% das mortalidades (GILL,
et al., 2010). Observar essa associacdo € importante, pois tem implicacdes
relevantes para o sistema de satude em todo o mundo, principalmente porque esse
tipo de infeccdo é conhecido por levar ao aumento da morbidade (SMITH;
MCCULLERS,2014).

1.3 Etiologia das Infec¢bes Respiratérias Agudas

O trato respiratério superior hospeda uma microbiota diversa, dentro da qual
uma série de patobiontes bacterianos podem ser encontrados, ou seja, espécies
bacterianas que possuem um potencial de induzir processos inflamatérios, mas
também podem ser transportadas de forma inofensiva (HOOPER; LITTMAN;
MACPHERSON, 2012). Pequenas quantidades de bactérias patogénicas podem
permanecer em nOSSO COrpo sem consequéncias graves. Muitos desses
microrganismos colonizam tecidos expostos, como a pele, e se tiverem
oportunidade, estardo em posigcéo favoravel para invadir o corpo. A maioria dessas
bactérias sdo cepas simbiodticas que mantém uma interacdo mutuamente benéfica
com o hospedeiro, podendo fornecer fungdes Uteis, como a prote¢do imunologica ao

competir com cepas mais patogénicas (CAULEY; VELLA, 2015).

As doencas agudas do trato respiratorio superior ou inferior podem resultar

em diferentes aspectos, variando de infeccéo assintomatica ou leve a doenca grave
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ou fatal, e sua gravidade depende do patégeno causador, de fatores ambientais e do
hospedeiro (WHO, 2014). Na maior parte dos casos, as infeccdes respiratérias sao
causadas por virus ou bactérias, com muitos casos de infecées mistas, que sao as
infecgbes com mais de um agente etiolégico, como bactérias e virus simultaneamen
te. As combinacbes mais comuns que ocorrem nesse tipo de infec¢cdo sdo entre
Streptococus pneumoniae e virus sincicial respiratério (VSR) ou Streptococus
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae (ALVIM; LASMAR, 2009).

Apesar das infeccbes mais graves serem causadas por bactérias, infecgbes
agudas causadas por virus predispbem as infeccbes bacterianas. (STEIN;
MAROSTICA, 2006). Virus como o da Influenza possuem a capacidade de necrosar
o0 epitélio, lesao tipica da influenza na fase aguda que acaba favorecendo a aderéncia
de bactérias, o que propicia ao surgimento de uma possivel pneumonia bacteriana
secundaria (FILHO, 2006).

Entre os mais frequentes agentes virais causadores de IRA estdo o virus
sincicial respiratério, os adenovirus, virus influenza A e B e os virus parainfluenza.
Entretanto, novos patégenos sdo frequentemente relatados na literatura, incluindo
coronavirus, bocavirus, metapneumovirus humano e o novo coronavirus SARS-CoV-
2.As bactérias sdo uma das principais causas de infeccdes do trato respiratério
inferior. Patégenos como; Mycoplasma pneumoniae, Streptococus pneumoniae e
Haemophilus influenzae sé&o os principais causadores de pneumonia em muitos
paises (BEZERRA et al., 2011; WHO, 2019; WHO, 2020%).

A idade é o melhor preditor da etiologia e guia para a escolha de um
tratamento apropriado. Em recém-natos, 0s agentes etioldgicos mais comuns sao
bactérias Gram negativas, como Escherichia coli e mais raramente Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella sp e Enterobactersp, e Gram positivas, como Streptococcus
do grupo B e Staphylococcus aureus. Em criancas de um a trés meses € causada
por virusrespiratorios, Chlamydia trachomatis e Bordetella pertussis, ocasionando a
Sindrome da pneumonia afebril do lactente. De 1 més a 5 anos, a pneumonia pode
ser causada por virus, pelo Streptococus pneumoniae, Haemophilus influenzae e
Staphylococcus aureus. Ja em criangas acima de 5 anos, os agentes etioldgicos séo,
principalmente, Mycoplasma pneumoniae e Streptococus pneumoniae (STEIN; MA-
ROSTICA, 2006; ALVIM; LASMAR, 2009; LIAO., et al., 2021).
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1.3.1 Streptococcus pneumoniae

7

O S. pneumoniae € 0 agente infeccioso que mais comumente causa
pneumonia bacteriana em criancgas e adultos, posto que antes era ocupado por outra
bactéria, a H. influenzae (SBIM, 2020). E um dos principais agentes etioldgicos
causadores de infec¢cbes adquiridas na comunidade, como pneumonia, meningite,
bacteremia/septicemia, otite média e aguda, podendo habitar a nasofaringe de forma
assintomatica (WHITMAN, 2009).

Encontrado como um comensal do trato respiratério superior, € a bactéria
mais comum em infeccdes bacterianas secundarias e estd particularmente
relacionada com o aumento da morbidade e mortalidade durante epidemias e
pandemia de influenza (JOSEPH; TOGAWA; SHINDO, 2013). Isolado pela primeira
vez em 1880, a descoberta ocorreu de forma independente e simultanea pelos
pesquisadores Louis Pasteur e George Sternberg, e descrito pela primeira vez em
1884 por Klein. Posteriormente, em 1901, foi reclassificado como pneumococo por
Chester, devido ao seu papel no desenvolvimento de casos de pneumonia
(VERONESI; FOCACCIA,2015).

A espécie Streptococcus pneumoniae (Sp), ou pneumococo, é uma bactéria
Gram positiva, anaerébica facultativa, que tem mais de 90 sorotipos
imunologicamente distintos e de importancia epidemiologica global. Séao alfa-
hemoliticas, iméveis e ndo produzem esporos. A capsula da bactéria tem papel
importante na viruléncia e imunogenicidade e determina os sorotipos bacterianos,
sendo seu principal fator de patogenicidade. Suas células se formam em cocos, na
maioria das vezes formando pares ou cadeias curtas e ocasionalmente de forma
individual (VERONESI; FOCACCIA, 2015).

As doencas pneumococicas sao consideradas uma das maiores causas de
morbimortalidade, principalmente em paises em desenvolvimento. O pneumococo é
0 agente etioldgico de uma série de infec¢des, sendo o principal patégeno atribuido
as pneumonias adquiridas na comunidade (PAC), especialmente em crian¢cas meno
res de 2 anos, idosos acima de 65 anos e pessoas com doencgas pré-existentes
(SBPT,2021).

A aderéncia dos patdégenos ao epitélio respiratério € o primeiro passo para o
desenvolvimento de doencgas infecciosas, considerando que, na maioria das vezes,

as infeccdes virais tornam o tecido mais suscetivel a colonizagcéo bacteriana, e 0 S.
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pneumoniae € o principal oportunista. H. influenzae e Mycoplasma pneumoniae sao
frequentemente os segundos patégenos mais comuns encontrado na PAC. E
importante lembrar que entre 16% e 45% das infec¢gdes pneumococicas sdo mistas,
geralmente envolvendo uma bactéria atipica ou um virus (BLASI, 2007).

1.3.2 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae (Hi) é outra bactéria comumente encontrada em
coinfecgdo e infecgBes secundérias a infecgdo viral, e também foi associada a
complicagédo da doenca durante pandemias de influenza (BRUNDAGE, 2006).

Trata-se de um Gram-negativo, pleomarfico, ou seja, pode apresentar varias
formas, como cocobacilos e bastonetes curtos. S&o imoveis, ndo formador de
esporos, responsavel por infeccdo do trato respiratorio superior. E uma bactéria que
atinge principalmente criancas, causando infecgcdes que comecam geralmente no
nariz e na garganta, podendo se espalhar para outras partes do corpo. Essa bactéria
pode causar diferentes doencas infecciosas com complicagbes graves, como a
pneumonia, mas também pode viver na garganta das pessoas e, mesmo sem causar
doenca no portador, pode ser transmitida por via respiratoria, por meio de tosse,
espirros e respiracdo (VERONESI; FOCACCIA, 2015).

O nome influenzae foi descrito pela primeira vez por Richard Pfeiffer em 1892,
de forma equivocada, apos relacionar esse patdbgeno como responsavel pela gripe
comum durante um surto de gripe. Ele encontrou H. influenzae no escarro de
pacientes e propds uma associa¢ao causal entre esta bactéria e o quadro clinico da
doenca. Em 1920 o microrganismo recebeu a nome Haemophilus por Charles
Edward Winslow e colaboradores. Posteriormente foi descoberto que o agente
causador da gripe era o virus influenza e que o H. influenzae era o responséavel por

infec¢des respiratorias secundarias (CDC, 2006).

A capsula polissacaridea do H. influenzae € um fator de viruléncia importante,
classificando, dessa forma, em tipavel (capsulado) e néo tipavel (sem capsula). A
forma n&do encapsulada frequentemente coloniza as membranas das mucosas e
podem causar otite média aguda, sinusite, bronquite e pneumonia. Ja a capsulada
pode causar doencas invasivas, tais como meningite, bacteremia, epiglotite,

pneumonia, empiema e celulites. Apenas uma pequena proporcédo dos portadores
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de Hi irA desenvolver a doenca clinica, ainda assim, 0s que 0s carregam na
nasofaringe séo disseminadores importantes do organismo (VERONESI;
FOCACCIA, 2015).

O efeito da coinfeccao por H. influenzae versus infec¢éo individual € notavel
mente diferente. Geralmente, a coinfeccdo por este patdgeno resulta em morbidade
mais grave do que a infeccdo por H. influenzae isoladamente (MORRIS; CLEARY;
CLARKE, 2007). Estudos realizados por Lee E.H et al.,, 2010, mostrou que a
coinfecgéo resultou em doenca grave ou morte, enquanto que, por conta prépria, H.
influenzae e o virus influenza induziram apenas infeccéo leve. No mesmo ano, um
estudo semelhante forneceu resultados comparaveis e evidéncias de que a
coinfecgdo por influenza e H. influenzae produz mais destruicdo de células
epiteliais do que uma Unica infeccdo por qualguer um dos patégenos, o que foi
semelhante ao observado em vitimas de pandemias de influenza (LEE L.N et al.,
2010).

1.3.3 Mycoplasma pneumoniae

Os micoplasmas compreendem os menores microrganismos de vida livre,
totalmente desprovidos de parede celular. Sdo pequenos procariontes que possuem
apenas membrana plasmatica e podem colonizar ou determinar doencas no homem,
animais e plantas (VERONESI; FOCACCIA, 2015). Embora mais de 200 espécies
de micoplasma tenham sido descobertas, 0 Mycoplasma pneumoniae (Mp) € o mais
reconhecido entre elas, seja como patdgeno principal ou oportunista (WAITES et al.,
2013).

A pneumonia causada pelo M. pneumoniae € um tipo de pneumonia
bacteriana atipica, ou seja, tem uma apresentacdo incomum da doenca. Essa
definicdo foi dada devido as diferencas na apresentacao clinica, como sintomas e
duracdo deste, que sdo diferentes da pneumonia tipica, porém, esses sintomas
podem ser mais leves do que os apresentados na pneumonia comum, mas tendem
a durar por mais tempo. O numero de infec¢cdes por Mp varia ao longo do tempo,
tendo picos endémicos e epidémicos de doenca com ciclos a cada 3 a 7 anos e 0s
surtos ocorrem principalmente em ambientes lotados, como universitarias e asilos
(CDC, 2020).
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As infeccbes mais importantes para o homem causadas por micoplasma
atingem o trato respiratério, incluindo faringites, traqueobronquites e pneumonias,
que ocorrem em cerca de 1/3 das pessoas infectadas, sendo disseminada através
de goticulas eliminadas pela tosse ou espirro dos infectados, mas, os individuos
também podem ter a bactéria no nariz ou na garganta sem estarem doentes. Pela
auséncia da parede celular, apresentam-se, ap0s coloracdo, como Gram-negativos.
Historicamente o primeiro representante do grupo, cultivado em 1898 da
pleuropneumonia bovina, foi 0 M. pneumoniae, relacionado com a sindrome de
pneumonia atipica do homem (VERONESI; FOCACCIA, 2015; CDC, 2020).

Como dito anteriormente, o Mp € uma causa comum de PAC, principalmente
em criancgas e jovens adultos, mas também exerce um importante papel em infec¢cbes
de idosos, com elevados indices de hospitalizacdo e mortalidade, j& que em 15%
dos casos de pneumonias em individuos com mais de 40 anos o0 agente etiologico é
0 micoplasma. Além disso, pode desenvolver uma série de manifestacfes
extrapulmonares na auséncia de pneumonia (VERONESI; FOCACCIA, 2015).

O envolvimento de outros patdégenos durante a infeccdo por Mycoplasma
pneumoniae tem sido amplamente discutido. Alguns estudos apontam para a
necessidade de exames laboratoriais de rotina para a investigacéo de coinfeccéo por
M. pneumoniae e outros patbgenos comuns das infeccdes respiratdrias em pacientes
com Covid-19, sugerindo que estes agentes em infec¢Bes secundarias possam
piorar quadros de doencas agudas (AVALOS et al., 2020; GAYAM et al., 2020).

1.4 Diagnéstico das infecgbes respitatérias agudas (IRA)

Considerando que um diagnostico etiolégico preciso € fundamental para
adequar a terapéutica, conhecer o perfil das IRA causadas por diferentes agentes
contribui para um uso mais racional de antimicrobianos no tratamento das
pneumonias (ESPOSITO et al., 2013).

O diagnostico das infecgdes respiratorias inclui a avaliacdo dos sinais e
sintomas, no entanto, esse diagnostico pode ser dificultado, pois as manifestacdes
clinicas da doenga podem ser semelhantes, mesmo sendo causada por diferentes
agentes, consequentemente, ha dificuldades para a identificacdo do patogeno.

Diante disso, deve-se utilizar ao menos um exame laboratorial para confirmacgéo do
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diagndstico etiologico. Para isso, existem diversos exames que podem ser utilizados,
prescritos conforme a suspeita do caso. A Tabela 1 lista os exames utilizados para
deteccdo dos agentes em infec¢Bes respiratorias, de acordo com o Manual de
Microbiologia Clinica para o Controle de Infeccdo em Servicos de Saulde, do
Ministério da Saude (BRASIL, 2009).

Tabela 1. Exames para deteccao dos agentes em infec¢des respiratérias

Radioldgicos * Raio X de térax

Sinais e Sintomas * Febre (>38°C) sem outra causa.
* Leucopenia ou leucocitose.
* Aparecimento, mudang¢a ou aumento da secrecdo pulmonar.
* Aparecimento ou piora da tosse ou dispneia ou taquipneia
* Estertores ou roncos presentes.
* Piora da funcéo respiratoria.

Laboratoriais Pelo menos um dos seguintes critérios para pneumonia por
bactérias ou fungos filamentosos:

* Hemocultura positiva néo relacionada a outra fonte de
infeccao.

* Cultura positiva de liquido pleural.

* Cultura quantitativa positiva de secrecéo pulmonar.

* Bacterioscopia.

* Exame histopatolégico.

*Para pneumonia por Virus, Legionella, Chlamydia, Mycoplasma
ou outros agentes etiologicos atipicos, inclui-se os exames
soroldgicos para deteccdo de antigenos ou anticorpo viral de
secrecao respiratoria, como por exemplo ELISA,
imunoflurescéncia, shell vial e PCR.

Fonte: Ministério da saude, 2009. Adaptado.

1.5 PCR em tempo real (QPCR)

Por serem definidas como doenca de evolucéo rapida, as IRA tém se tornado
um importante problema de saude publica, sendo assim, o uso de métodos de

identificacdo rapidos e sensiveis sdo essenciais. Nesse contexto, surgiram os testes
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de amplificacéo de acidos nucléicos, como o da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR) que permite 0 monitoramento da amplificacdo durante a corrida
através de sondas marcadas com fluorescéncia. Essas modificagdes tornam a gPCR
um método mais sensivel quando comparado a PCR convencional (MELO, 2006;
FARAH, 2007).

A PCR se tornou um método muito utilizado, pois proporciona uma elevada
sensibilidade e especificidade (REIS et al., 2008). Essa técnica permite a deteccao
de quantidades minimas de produto de PCR (DNA, cDNA ou RNA), fornecendo
resultados rapidos. A partir desta metodologia, podemos detectar, em uma Unica
reacao, diferentes patdgenos em uma mesma amostra clinica coletada de pacientes
com suspeita de infecgdo respiratoria. Para isso, diversos protocolos baseados na
PCR tém sido desenvolvidos, demonstrando uma alta sensibilidade analitica e uma
excelente linearidade (CONNEL, 2002; MARY et al., 2004).

A PCR em tempo real ou gPCR, é uma tecnologia que possibilita o diagnéstico
molecular, facilitando o monitoramento da reacdo a medida que ela progride
(BUSTIN; MUELLER, 2005). Essa técnica vem sendo amplamente utilizada em
estudos para o desenvolvimento de metodologias diagnésticas, uma vez que permite
uma deteccdo e quantificacdo das amostras de forma rapida e precisa (KAMAU
et al., 2011). Devido as vantagens de utilizacdo da técnica, o numero de estudos
reportando ensaios pela qPCR aumenta a cada ano (HAAS; TORRES, 2016;
GALLUZZ| et al., 2018; LI et al., 2020).

O sistema Tagman, utiliza em conjunto um par de iniciadores e sondas
fluorescentes para medir quantidades de &cido nucleico alvo. A amplificagdo de uma
determinada regido é acompanhada pela hibridizacdo de uma sonda especifica ao
fragmento amplificado que, durante a fase de extensdo do ciclo de PCR, emite
fluorescéncia de acordo com o numero de cépias amplificadas. Na medida em que
ocorre a dissociagcdo do corante repoérter do supressor, ocorre 0 aumento na
fluorescéncia, que é proporcional a quantidade de produto de PCR na reacao.
Dessa forma, podemos detectar o alvo de interesse, além de quantificar o fragmento
(WATSON; LI B., 2005).

O sistema HRM (High Resolution Melting) € uma metodologia altamente
sensivel adicional a qPCR capaz de diferenciar sequéncias de DNA muito proximas,
inclusive sequéncias que apresentam polimorfismos de base Unica (SNP — Single

Nucleotide Polymorphism) nas sequéncias dos genes-alvo. Funciona como um
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meétodo rapido de genotipagem de variantes conhecidas ou para a varredura de
variantes desconhecidas, capaz de discriminar produtos especificos da PCR atraves
da temperatura de melting (Tm). Essa diferenciagdo ocorre através da curva de
melting, que € dada a partir da dissociacdo da fita dupla e dependente da
concentracéo do contetudo de GC e do tamanho do fragmento de DNA (GRAHAM et
al., 2005; REED; KENT; WITTWER, 2007; DE SOUZA SANTOS et al., 2022).

1.5.1 gPCR-HRM

Uma grande vantagem da qPCR-HRM é a diminuicdo do risco de erro ou
contaminacgdo, visto que nao existem manipulacbes pds-PCR. A outra vantagem
principal € que o HRM € mais econdmico que o método da PCR em tempo Real
Tagman, amplamente utilizado para quantificar e detectar fragmentos de DNA de
diversos organismos e células humanas. No HRM, o sistema de deteccdo de alta
resolucdo ndo apenas permite a determinagcéo de homo e heterozigoto, mas também
identifica as diferencas epigenéticas, dando origem a diferentes formas de curvas de
dissociacao, tornando-se adequado para testar um grande numero de amostras
(REED; KENT; WITTWER, 2007; ROULEAU et al., 2009). Por esse motivo, essas
metodologias tém sido constantemente aprimoradas, auxiliando dessa forma na
busca de mutacdes em genes de importancia médica e na identificacdo molecular de
espécies(ASHTIANI et al., 2017; EDWARDS et al., 2018).

1.6 Justificativa

Devido ao seu elevado potencial de propagacédo, as IRA estdo associadas a
um elevado numero de Obitos em todo o mundo a cada ano, por serem agravos com
alto potencial de contagio que ocorrem principalmente através da eliminacdo de
perdigotos (goticulas contaminadas que podem ser liberadas através do espirro,
bocejo ou pela da fala) por individuos portadores. A transmisséo também pode ocorrer
através do contato da mao com superficies contaminadas, seguida da
autocontaminacdo, constituindo uma importante via de transmissao da doenca
(WHO, 2014; VERONESI; FOCACCIA,2015).
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Algumas infeccOes respiratorias agudas com tendéncia a producdo de
epidemias podem representar uma emergéncia de saude publica em nivel global.
Entre elas, podemos encontrar MERS-CoV, SARS-CoV, SARS-CoV-2 causando
sindrome respiratdria aguda grave, influenza causada por um novo subtipo e novas
infeccdes respiratdrias com potencial para causar surtos e aumento da mortalidade
(OMS, 2005; 2020c).

A maioria dos patégenos respiratérios produzem, em hospedeiros, sintomas
semelhantes, tornando dificil identifica-los clinicamente. Por esse motivo é de suma
importancia a utilizacdo de diagndstico diferencial capaz de identificar o agente
causador da infeccéo. Por sua sensibilidade e especificidade, os testes moleculares
como a qPCR, estdo sendo usados para amplificacdo simultinea de varios
patbgenos em uma mistura de reagcdo Unica, 0 que 0s torna rapidos e econdmicos
(MALHOTRA et al., 2016).

Apesar de sua vasta aplicabilidade, ndo existe um protocolo Unico que seja
apropriado para todas as situagdes. Ao longo dos anos, diversos estudos tém sido
desenvolvidos para permitir a detec¢do dos patégenos. A melhoria nos protocolos de
diagnéstico tem contribuido para que a tecnologia da PCR em tempo real seja hoje
a tecnologia de referéncia para a deteccdo de DNA microbiano (OLIVEIRA, 2010; LI
et al., 2020).

A pandemia de Covid-19 gerou grandes impactos, principalmente no sistema
de saude publica, aumentando a necessidade de implementacdo de medidas de
prevencdo da transmissdo e controle sanitario da doenca, logo, a correta
identificacdo do patégeno € de extrema importancia para a avaliacdo e
monitoramento pelos 6rgdos de saude envolvidos, mantendo dessa forma um maior

controle epidemiologico dos casos (BIGONI et al., 2022).

Desse modo, a implantagdo de uma técnica para o diagndéstico das infec¢des
respiratorias que permita diferenciar os patégenos com rapidez e sensibilidade é
fundamental para um tratamento mais adequado com melhor progndéstico para 0s
pacientes. As analises moleculares portanto, se tornaram essenciais, ja que
permitem um melhor entendimento dos processos evolutivos de doencas. Nesse
contexto, a proposta desse estudo foi identificar a presenca de patdégenos
bacterianos em pacientes apresentando IRA com suspeita de Covid-19. Para o

diagnéstico diferencial utilizamos o método da gPCR-HRM, diminuindo os custos da
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reacdo, mantendo a mesma sensibilidade e especificidade do método Tagman
tradicionalmente utilizado como padrdo-ouro para diagnostico. Vale ressaltar a
relevancia deste estudo para a vigilancia sanitaria, visto que os resultados obtidos
permitirdo uma analise comparativa e complementar a outras abordagens cientificas

sobre a doenca, auxiliando na implementacdo de estratégias que podem reduzir
Novos surtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento e otimizacdo de um método de deteccdo simultanea de
Mycoplasma pneumoniae, Streptococus pneumoniae e Haemophilus influenzae em
infeccBes respiratorias agudas de pacientes diagnosticados como positivos ou
negativos para Covid-19, por gPCR com High Resolution Melting (HRM).

2.2 Objetivos Especificos

Pesquisar M. pneumoniae, S. pneumoniae e H. Influenzae por gPCR-HRM em

reacoes individuais (singleplex);

Otimizar a pesquisa de M. pneumoniae, S. pneumoniae e H. Influenzae por

gPCR-HRM em reacao simultanea (multiplex);

Avaliar a ocorréncia de Mycoplasma pneumoniae, Streptococus pneumoniae
e Haemophilus influenzae em material clinico de pacientes com resultados

positivo ou negativo para Covid-19;

Avaliar a possivel associacdo dessas bactérias em amostras positivas para

Covid-19 com a gravidade do quadro clinico.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostras controle

Foram utilizadas cepas de referéncia como controle para a determinacao das
Temperaturas de Dissociacdo ou Temperatura de Melting (Tm) especificas. As cepas
de referéncia fazem parte da Colecdo de Bactérias Patogénicas — CBP do
INCQS/FIOCRUZ e foram preservadas por liofilizagdo em ampolas de vidro seladas
a vacuo e mantidas a -20°C. A Tabela 2 lista todas as cepas de controle utilizadas
no estudo. Os isolados foram identificados através da gPCR-HRM de genes

utilizados para o diagnéstico dos agentes etiolégicos.

Tabela 2. Microrganismos de referéncia utilizados no estudo.

Microrganismo Origem

Haemophilus influenzae INCQS 00200 (ATCC 33533)
Streptococcus pneumoniae INCQS 00360 (ATCC 33400)
Mycoplasma pneumoniae INCQS 00669 (UFF/ATCC 15492)

O DNA genbmico dessas cepas foi extraido e purificado no Laboratorio de
Microrganismos de Referéncia LMR do INCQS. A ampola liofilizada foi reconstituida
com 0,5 ml em Caldo Tripticaseina Soja -TSB conforme descrito no POP
65.3220.019 para a abertura de ampolas e manutencdo de microrganismos de
referéncia. A partir do crescimento microbiano obtido foi realizado a extracdo e
purificacdo de DNA gendmico utilizando-se o protocolo do kit PureLink® Genomic
DNA Mini Kit para Gram positivos e negativos de acordo com as instrucoes do
fabricante. O DNA gendmico foi purificado utilizando o mesmo kit e foi armazenado
a - 20°C no LMR-INCQS.

Também foi realizada a quantificacdo do DNA utilizando o espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 Thermo Scientific®. Apds a dosagem, foi realizada uma diluicdo

seriada, conforme mostra a Figura 1, das cepas de referéncia para a determinacéo
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do limite de deteccao (LOD) do DNA.

Figura 1. Preparo da diluicdo seriada
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3.2 Selecado das amostras clinicas

N&o houve manipulacdo de material clinico de pacientes com suspeita de
Covid-19 no INCQS. As amostras clinicas foram cedidas pela Central Analitica de
Apoio ao Diagnédstico de Covid-19 da plataforma NB3 do IOC/FIOCRUZ onde
foram submetidas a extracao e purificacdo de acidos nucleicos (RNA e DNA) para
as analises de diagnostico de Covid-19. Uma aliquota das amostras purificadas
foi enviada ao LMR-INCQS para utilizacdo no projeto aqui apresentado.

Foram selecionadas um total de 354 amostras clinicas (de swab
orofaringeo) previamente classificadas como positivas e negativas para SARS-
Cov-2, de pacientes que deram entrada com suspeita de Covid-19 e foram
posteriormente confirmados por RT-PCR real time, no periodo de abril de 2020 a
dezembro de 2021. A presenca do virus SARS-Cov-2 nas amostras dos
pacientes, foi detectada pelo método padrédo-ouro de gPCR-Tagman na
plataforma NB3 do IOC/FIOCRUZ. A selecéo foi feita através do banco de dados

do sistema GAL (Gerenciador de ambiente laboratorial do Ministério da Saude).
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3.3 Dados demograficos e critérios de inclusdo e exclusao

Foi desenvolvido um pequeno banco de dados com informacdes dos
pacientes como idade e sexo. A caracterizacdo do quadro clinico € importante, pois
foi avaliada nas consideracdes finais. O quadro clinico foi classificado conforme
mostrado na Tabela 3.

Como critério de inclusao/exclusdo foi considerado o resultado da gPCR
(Tagman) obtido nas analises da Central Analitica. Amostras com valor de Ct <35
eram consideradas positivas e >35 negativas. Esse foi o critério utilizado pela
plataforma NB3 do IOC/FIOCRUZ para o digandstico.

Tabela 3. Classificacao dos casos conforme os sintomas relacionados a Covid-19.

Quadro Clinico Sintomas

Assintomético  Auséncia de sintomas, porém, positivo para Covid-19 por
RT-gqPCR.

Leve Tosse, dor de garganta, coriza, perda ou ndo de olfato e paladar,
diarreia, dor abdominal, febre, calafrios, mialgia, fadiga e/ou cefaleia.

Moderado Persisténcia sinais leves ou até de piora progressiva de outro
sintoma relacionado a Covid-19 (adinamia, hiporexia), além da
presencga de pneumonia sem sintomas de gravidade.

Grave SRAG - apresentando dispneia/desconforto respiratorio baixa
saturacao de O2 ou coloracdo azulada de labios ou rosto.

Critico Sepse, sindrome do desconforto respiratério agudo, insuficiéncia
respiratoria grave, disfungdo de multiplos 6érgaos, pneumoniagrave,
necessidade de suporte respiratorio e internacdo em UTI.

Fonte: Ministério da Salde, 2021. Adaptado. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-
br/coronavirus/sintomas. Acesso em: 10 mar. 2022.

Legenda: RT-qPCR: reacdo em cadeia da polimerase em tempo real precedida de transcricao reversa;
SRAG: Sindrome Respiratoria Aguda Grave

3.4 Deteccao dos patdégenos bacterianos

Inicialmente foram utilizados dois termocicladores para a amplificagcdo das
reacoes por qPCR-HRM, o termociclador Rotor-Gene Q 5-plex HRM (RG) da Qiagene


https://www.gov.br/saude/pt-br/coronavirus/sintomas
https://www.gov.br/saude/pt-br/coronavirus/sintomas
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e 0 QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (QS7) da Thermo Fisher, no
Departamento de Microbiologia do INCQS. Para a visualizacdo dos resultados e
andlises dos parametros das reacoes, foi utilizado o software HRM do proprio
equipamento. A fim de determinar o fluor6foro que fornecia o melhor resultado, foi
testado inicialmente o fluor6foro Evagreen (5x hot FIREpol® Evagreen® HRM Mix
— SolisBiodyne). Posteriormente testamos o fluoréforo Syto9 (MeltDoctor TM HRM
Master Mix) que € o kit indicado pelo fabricante do equipamento (QS7). Esse teste foi
realizado com as cepas de referéncia listadas na Tabela 2.

Para o termociclador RG, foi utilizado o Master Mix da SOLIS Biodyne, no
entanto, os resultados obtidos nesse aparelho foram muito instaveis nas repeticdes
e inconclusivos. Para a reacgao realizada no QS7 foi utilizado o MasterMix MeltDoctor
indicado pela ThermoFisher para realizacdo de experimentos de HRM nesse
termociclador. Os resultados com o MasterMix MeltDoctor no QS7 apresentaram

maior estabilidade nas repeti¢des, portanto, passamos a utilizar esse reagente.

3.5 Protocolo de reacao

A reacdao foi realizada conforme as especificacdes do fabricante (Tabela 4),
composta de 1X MasterMix; iniciadores forward e reverse (Tabela 5); DNA molde e
agua para PCR Gibco®, DNAse/RNAse livre, completando o volume final. Para o
corante Evagreen da SOLIS no RG, foi utilizado um volume final de 20 uL e para o
MeltDoctor, no QS7 o volume final foi de 10 pL. As condi¢cbes da reagao foram: 1
ciclo a 95°C por 5,40 ciclos a 95°C por 10”7, 60°C por 30", 72°C por 10” para o QS7.
Quanto as reac0es realizadas no RG, as condi¢des foram: 1 ciclo a 95°C por 15’, 40
ciclos a 95°C por 15, 60°C por 30", 72°C por 10”. Apos a PCR, iniciou-se a etapa de
HRM para a obtencdo da (Tm), iniciando em 65°C, aumentando 0,1°C a cada 2
segundos até atingir a temperatura de 95°C. Nessa etapa as fitas de DNA sao
abertas para a leitura da fluorescéncia, formando a curva de dissociagdo que vai
determinar a Tm.

O primer inicialmente usado para deteccdao de M. Pneumoniae, (GPO-
1/MSGO) descrito por Van Kupperveld (1992), ndo € especifico para a espécie,
podendo detectar outros Mycoplasmas spp. Portanto novos primers foram utilizados,

(M1, M2 e M3), conforme descrito por Russjan, 2021. Apos os testes, foi escolhido o
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iniciar M3 para a deteccdo do M. pneumoniae por apresentar a temperatura de

Melting mais distinta das apresentadas na detec¢éo das outras bactérias do estudo.

Para a deteccdo de S. pneumoniae e H. influenzae, foram utilizados os iniciadores

ply e p6, respectivamente, ja descritos na literatura (de FILIPPIS et al., 2016). Todos

os primers utilizados estao descritos na Tabela 5.

Tabela 4: Protocolo das reacfes utilizando dois tipos de fluor6foros no termociclador

QS7.
Reagentes Volume para 1x reagéo Volume para 1x reacéo
Meltdoctor (Applied Biosystems) Evagreen (Solis)
Master Mix 5,0 uL 2,0 uL
Primer F 0,6 uL 0,4 uL
Primer R 0,6 uL 0,4 uL
DNA 1,0 yL 1,0 yL
Agua 2,8 uL 6,2 uL
Volume Total 10,0 pL 10,0 yL

Nota: Para as reac6es realizadas no termociclador RotorGene o volume dos reagentes foi dobrado e
o de 4gua ajustado para completar o volume da reacdo em 20,0 uL

Tabela 5. Iniciadores utlizados para a amplificagcdo pela gPCR-HRM.

Microrganismo Primer Sequéncia
M. pneumoniae GPO-1 F- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
MSGO R- TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC
M1 F- GCAGGTAATGGCTAGAGTTT
R- TGCCTTTAACACCAGACTTT
M2 F- TGACTTTAGCAGGTAATGGC
R- ACACCAGACTTTTCAATCCG
M3 F- TTATTTGGGAAGAATGACT
R- TTGCGACCTATGTATTAC
S. pneumoniae ply F- CCACGTCTATCTCAAGTTG
R- CTACCTTGACTCCTTTTATC
H. influenzae p6 F- GAAGGTAATACTGATGAACG

R- TCACCGTAAGATACTGTG
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3.6 Confirmacéo da identificacéo

Para a confirmacgéo dos resultados encontrados através da andlise do HRM,
foi realizado o sequenciamento Sanger de 27 amostras. Para tal, foi realizada uma
reacdo de PCR convencional com o kit GoTaq Master Mix — Promega. Apos
confirmacdo da amplificacdo pela visualizacdo da banda em gel de agarose, os
produtos da PCR foram purificados utilizando o kit de purificagdo de produto de PCR
PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit de acordo com o
manual do fabricante e, em seguida, quantificados por espectrofotometria no
Espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Os produtos purificados
foram entdo submetidos a reacdo de sequenciamento utilizando os mesmos primers
usados na 12 reacdo e o kit Big Dye Terminator (LIFE TECHNOLOGIES). Os
fragmentos amplificados na reacéo de sequenciamento foram precipitados seguindo
o protocolo de sequenciamento de DNA Sanger, da plataforma SeqStudio, com
diversas lavagens, centrifugacdes e precipitacdo final do DNA. O sequenciamento
dos fragmentos amplificados foi realizado por eletroforese capilar no sequenciador
de DNA SegStudio (Applied Biosystems) no Departamento de Microbiologia do
INCQS. A analise da qualidade das sequencias e a montagem do arquivo fasta foi
realizada com o programa Sequencher 5.0 e os alinhamentos para comparacao com
sequencias de referéncia, foram realizados com o programa Bioedit 7.0. As
sequéncias obtidas foram analisadas com a ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool — https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para alinhamento e

confirmacgéo das espécies bacterianas encontradas.

3.7 Associacao da deteccdo de bactérias com a gravidade do quadro clinico

Para avaliagdo da possivel associacdo de bactérias em amostras positivas
com a gravidade do quadro clinico, consideramos o valor do Ct (Cycle Threshold)
obtidos na qPCR-Tagman das amostras positivas para Covid-19 que permite a
quantificagdo relativa do DNA de cada uma das amostras, observamos a presenca
de bacterias confirmada por gPCR-HRM e associamos com 0s sinais e sintomas

apresentados pelos pacientes na ficha de cadastro.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
file:///C:/Users/RENATA/Downloads/arch%20Tool%20-%20https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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3.8 Analise estatistica

Para avaliar se houve diferenca entre os pacientes leves/moderados e
graves/criticos para a presenca de bactérias, tanto para positivos quanto negativos
para Covid-19, foi realizado o Teste Z para comparacao de duas proporcdes, com

nivel de significancia menor que 0,05. O teste foi realizado no software R-Studio.

3.9 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado no CONEP-FIOCRUZ em 11/07/2022 sob o
ndamero CAEE 55577622.8.0000.5248.
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4 RESULTADOS

4.1 qPCR-HRM

Foi verificado que apesar dos resultados obtidos variarem de acordo com cada
kit de MasterMix, esses apresentam similaridade. Optamos por usar o kit para HRM
MeltDoctor™ HRM Master Mix por apresentar resultados mais estaveis nas
repeticbes. Desse modo, as temperaturas de melting (Tm) das cepas de referéncia
foram determinadas conforme indicado na Tabela 6.

Também foram realizados testes para definir qual seria a melhor temperatura
de anelamento. Foram avaliadas as temperaturas de 50°C a 60°C. Como nao houve
diferenca significativa, ficou determinada a temperatura de anelamento de 60°C para

todos os genes testados.

Tabela 6. Temperatura de Melting (Tm) das cepas controles, obtidas por gPCR-HRM.

Cepas de referéncia Tm

Haemophilus influenzae 77,5°C -78,5°C
Streptococcus pneumoniae 75,6°C —76,6°C
Mycoplasma pneumoniae 80,0°C - 81,0°C

Nota: A faixa das Tm indicadas, foi obtida considerando +0,5°C & média das Tm aferidas nas repeti¢cdes
com as cepas controle.

4.2 Limite de deteccdo — LOD (Limit of Detection)

Apos a extragdo e purificagdo do DNA gendmico das cepas de referéncia,
foi realizada a dosagem do DNA utilizando o espectrofotbmetro NanoDrop. Para
determinar o limite de detecgcéo de DNA, foi realizada uma diluicdo seriada a partir
do material dosado (TABELA 7), e posteriormente realizamos a gPCR-HRM
(FIGURA 2). Conforme mostra a figura, a concentragdo do DNA ndo interfere na Tm
das amostras na reacdo de HRM. O que ocorre € a variagdo na curva de dissociagao.
Entdo, quanto maior a concentragdo de DNA, maior a amplitude da curva de

dissociacao.
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Tabela 7. Dosagem inicial e ap6s diluicdo do DNA das cepas de referéncia utilizadas

MICRORGANISMO DILUIQC)ES

Inicial 1:102 1:10% 1:106° 1:10
M. pneumoniae 68ng/uL 680pg/uL  6,8pg/ uL 68 fg/uL 6,8fg/uL
S. pneumoniae 49ng/puL 490pg/uL 4,9pg/uL  49fg/uL 4,9fg/uL
H. influenzae 12ng/uL 120pg/uL 1,2pg/uL  12fg/uL 1,2fg/uL

Figura 2. Curva de melting das cepas de referéncia apés diluicdo para determinacéo
do LOD.
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Nota: A: curva de melting do gene P6 com a cepa de referéncia Hi200 (H. influenzae); B: curva de
melting do gene Ply com a cepa de referéncia Sp360 (S. pneumoniae); C: curva de melting do gene

16S — M3 com a cepa de referéncia Mp669 (M. Pneumonie). D: identificacdo das amostras.



39

4.3Confirmacéo da identificacao

Para a confirmacéo dos resultados encontrados através da andlise do HRM,

foi realizado o Sequenciamento Sanger, com os iniciadores listados na Tabela 5.

Tabela 8. Confirmacdo dos resultados obtidos por HRM, por sequenciamento
de Sanger.

Identificacdo dasamostras HRM Sanger
12* 77,933/ 77,954 96% Hh
56 77,855/ 77,845 98% Hi
65 77,864/ 77,834 95% Hi
103 78,521/78,471 99% Hi
104 78,439/78,439 97,5% Hi
107* 78,172/78,421 96% Hh
109 78,051/77,993 95,7% Hi
121 77,925/77,815 97,8% Hi
136* 78,035/77,925 91,5% Hh
149* 78,103/77,943 95% Hh
150* 77,950/ 77,994 96,6% Hh
151 78,132/78,122 96,5 Hi
152 77,834/ 77,874 96,9 Hi
166 78,088 94% Hi
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18 76,105/76,105 88% Sp
21 76,383/76,175 89% Sp
36 75,987/75,787 91% Sp
39 75,538/75,599 90% Sp
49 76,008/75,993 93% Sp
50 75,759/75,787 90,2% Sp
52 75,827/75,798 95,2% Sp
53 76,047/75,947 92% Sp
26 80,426/80,316 97% Mp
27 80,395/80,445 94% Mp
32 80,377/80,316 100%Mp
34 80,634/80,623 91% Mp
35 80,584/80,505 90%Mp

Legenda: As amostras marcadas com (*) sdo amostras positivas para Haemophilus influenzae (Hi) por
HRM e identificadas como Haemophilus haemolyticus (Hh) pelo sequenciamento; Sp = Streptococcus
pneumoniae; Mp = Mycoplasma pneumoniae; HRM: High Resolution Melting. Todas as amostras
listadas acima, foram coletadas de pacientes com diagnéstico para Covid-19.

4.4 Resultados da gPCR-HRM/Singleplex

Foram realizadas reagfes nos termocicladores Rotor Gene e QS7. Todos o0s
testes foram repetidos, no minimo, 2 vezes para a confirmacdo do resultado
encontrado, totalizando aproximadamente 358 reacdes com o reagente da Solis

Biodyne, sendo 48 reacdes no RG e 310 no QS7. Desse modo, concluimos que por
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aprensentar maior estabilidade entre as repeticdes das reacdes, optamos por usar
apenas o termociclador QS7, onde foram realizadas mais de 2150 reacfes com 0
MasterMix MeltDoctor, uma vez que cada amostra foi testada, pelo menos, duas
vezes para cada microrganismo. Todas as reacdes foram individuais (singleplex).

AplOs a comparacao entre os resultados obtidos através da qPCR-HRM,
verificamos que foram encontrados um grande nimero de amostras positivas para
os diferentes microrganismos testados, conforme mostra a Tabela 8. Com esses
resultados, a metodologia utilizada mostrou alta sensibilidade, permitindo determinar
a Tm das cepas utilizadas no estudo por gPCR-HRM.

Os resultados descritos na Tabela 9 mostram um total de 129 cepas de
bactérias detectadas nas amostras positivas para Covid-19 e 86 nas negativas para
Covid-19. Considerando que algumas amostras testaram positivo para mais de um
patdogeno bacteriano, além do virus da Covid-19, o que foi confirmado pelo
sequenciamento de Sanger, o numero correto de amostras clinicas com deteccao de
pelo menos um patdégeno bacteriano, nos dois conjuntos de amostras clinicas (Covid-
19 positivas e negativas), foi de 87 (52,4%) e 70 (37,2%) respectivamente, o que da
um total de 157 amostras com pelo menos 1 patégeno bacteriano, que corresponde
a 44,3% do total de amostras analisadas. Foi ainda possivel detectar dois patdgenos
bacterianos em 51 amostras, sendo 35 (21%) entre as amostras Covid-19 positivas
e 16 (8,5%) entre as negativas.

Tabela 9: Resultados obtidos pela gPCR-HRM no QS7

Numero de amostras [ldentificacdo dos patdégenos pela qPCR-HRM
testadas

S. pneumoniae | H.influenzae | M. pneumoniae

166 amostras

positivas para 68 (40,1%) 40 (24,1%) 21 (12,6%)
Covid-19

188 amostras
negativas para 43 (22,8%) 37 (19,6%) 6 (3,2%)
Covid-19

Nota: amostras clinicas cedidas pela Central Analitica de Apoio ao Diagnéstico de Covid-19 do IOC.



Fluorescence

42

4.4.1 gPCR-HRM Multiplex

Ao final das analises, realizamos a otimizagéo da detec¢do por qPCR-HRM
em reacao simultanea (multiplex).

Foi realizada a gPCR multiplex de 4 amostras que testaram positivo para o S.
pneumoniae pelo HRM — Singleplex (Figura 3). A metodologia permitiu detectar e

confirmar os resultados j& obtidos nas reac¢des individuais.

Figura 3. Curva de melting do gene ply em reacao de gPCR- HRM multiplex

Derivative Melt Curves
1,300 000

1,260,000 ‘LN.?QB A7I.?!>8
1.200.000 L 74618 77458
1.150 000 - ..
1,100,000
1,050,000 >
1,000,000 Controle Sp
950,000
00 000
850000
£00,000
750000 » Am. 49
700,000
650000
£00.000 »Am. 52

§50.000
SRR »Am. 36

495,000 »Am. 53
400 000
350 000
300000
250,000
200,000
150,000
100,000
$0.000

U ¢ W WM N NN N NN 0N R D M N NN Y Y R

Temperature(*C)

Legenda: Am: amostra; Sp: S.pneumoniae
Nota: amostras que testaram positivo para S.pneumoniae por gPCR-HRM singleplex e confirmada
por sequenciamento, confirmadas em reagéo multiplex.

Foram também avaliadas duas cepas de referéncia de Mp e Sp por gPCR-HRM
Multiplex para verificar a capacidade do método de detecgdo simultanea dos
patégenos caso haja a presenca de mais de um patégeno na mesma amostra clinica.
(Figura 4).



Figura 4. Curva de melting das cepas de referéncia em reacao multiplex
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4.5 Associacdo das amostras positivas para um patégeno bacteriano, com a

gravidadedo quadro clinico.

A analise da associacdo da presenca de patégenos bacterianos em amostras

positivas para Covid-19 com a gravidade do quadro clinico mostrou resultados

importantes. Entre 166 amostras classificadas como Covid-19 positivas, em 87 foram

detectadas pelo menos um patégeno bacteriano, 48 (55,2%) foram obtidas de

pacientes com quadro considerado grave. Entre as 188 amostras classificadas como

Covid-19 negativas, em 70 pelo menos uma patégeno bacteriano foi detectado,

sendo que 41 (58,6%) foram obtidas de pacientes com quadro de salude grave.

E importante ressaltar que todas as amostras que testaram positivo para

alguma das bactérias do estudo, foram obtidas de pacientes que apresentaram pelo

menos um sintoma respiratorio, lembrando que, dentre as amostras selecionadas,

havia também pacientes assintomaticos.
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Tabela 10. Presenca de bactérias em amostras positivas e negativas para Covid-19

Numero positivas pelo Sintomas
HRM

Leves/ Moderados | Graves/ Criticos p-valor*

87 das 166 amostras 39 (44,8%) 48 (55,2%) 0,16
positivas para Covid-19

70 das 188 amostras 29 (41,4) 41 (58,6%) 0,35
negativas para Covid-19

Nota: P-valor do teste Z de comparacdo de duas proporcdes

Foi observado que aproximadamente 55,2% das amostras com resultado
positivo para Covid-19, foram oriundas de pacientes com quadro grave ou critico de
sindrome respiratéria aguda, apresentando um ou mais sintomas como:
dispneia/desconforto respiratério, baixa saturacado de oxigénio, sepse, sindrome do
desconforto respiratério agudo, insuficiéncia respiratoria grave, disfuncdo de
multiplos 6rgdos, pneumonia grave, necessidade de suporte respiratério e internada
em UTI. O restante (44,8%) foi de pacientes apresentando sintomas moderados e/ou
leves, como tosse, dor de garganta, coriza, anosmia e/ou hipogeusia, febre, calafrios,
mialgia, fadiga, cefaleia, pacientes com persisténcia de sinais ou até de piora
progressiva de outro sintoma relacionado a Covid-19 (adinamia, hiporexia), além de
pneumonia sem sintomas de gravidade, conforme a classificagdo dada pelo
Ministério da Saude, mas sempre acompanhado por um ou mais sintomas respi
ratorios.

E importante destacar que entre os pacientes de quem foi colhido o material
para andlise, um foi registrado no GAL como oObito por SRAG e nesse paciente foi
detectado S. pneumoniae por qPCR-HRM. Ainda, dos 15 pacientes diagnosticados
com SRAG (menos o paciente com 6bito), em dois foi detectado M. pneumoniae e

em um S. pneumoniae.
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5. DISCUSSAO

bY

O virus SARS-CoV-2 recentemente associado a pandemia de Covid-19,
causa uma doenca respiratéria aguda que pode ou ndo apresentar sintomas que
clinicamente podem ser divididos em casos assintomaticos, leves, moderados,
graves ou criticos, levando em consideracdo as manifestacdes clinicas. Ainda assim,
nao existe nenhum sintoma que seja exclusivo da doencga, isso faz com que o
prognostico seja dificil, ja que cada paciente pode apresentar um quadro clinico
diferente, mesmo aqueles pacientes que apresentam 0s mesmos sintomas. Em
alguns casos a doenca pode ser fatal, o que pode estar associado a varias
complicacdes, pois, ja se sabe que individuos com comorbidades pré-existentes tem
maior predisposicdo a desenvolver o quadro grave da doenca (WHO, 2020a).

Apesar de controlada, a pandemia de Covid-19 ainda est4 causando mortes
pelo pais. Segundo dados do Painel Coronavirus, no més de novembro de 2022, a
média mdvel de Obtos pela doenca indicava tendéncia de alta em comparacéo ao
mes anterior, chegando a mais de 70 ébtos diarios (BRASIL, 2022b).

As infeccBes bacterianas sao complicagcbes comuns da pneumonia viral.
Algumas complicacdes podem estar relacionadas com coinfeccdo ou infeccao
bacteriana secundaria, que podem ser potencializadas pelo processo patolégico
desencadeado pela infec¢éo por virus. A infec¢do viral auxilia a infeccao bacteriana
de varias maneiras. Ao sobrecarregar o sistema imune, facilita a disseminacao de
bactérias e o desenvolvimento de infeccbes invasivas favorecendo a adeséo,
causando destruicdo de células e tecidos, especialmente em combinacdo com
bactérias em infec¢cbes do trato respiratério de pacientes hospitalizados. Esse
sinergismo vem sendo relatado ao longo dos anos em diversos estudos sobre
epidemias e pandemias de Influenza e agora em estudos sobre complicacdes
durante a pandemia do SARS-CoV-2 (MIKUSOVA et al., 2022).

Diversos estudos apontam para o aumento da gravidade dos casos ap0s uma
infeccéo bacteriana (MORRIS et al., 2017; TIMBROOK; MATIZ; GINOCCHIO, 2021;
MIKUSOVA et al., 2022). Um estudo realizado por Falsey e colaboradores (2013),
mostrou que 40% das hospitaliza¢cdes associadas a virus tém evidéncia de infeccao
bacteriana secundaria e, consequentemente, o aumento da gravidade da doenca.

Entretanto, no estudo de Bastian et al (2021), comparando o nimero de coinfec¢cdes
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bacterianas, as taxas foram muito inferiores (cerca de 5%), embora as caracteristicas
clinicas dos pacientes fossem semelhantes. Possivelmente, isso pode ser atribuido
ao uso de antibiéticos de amplo espectro no tratamento da Covid-19, no entanto,
quanto aos patdgenos, as coinfec¢des bacterianas em pacientescom Covid-19 foram
semelhantes as de outros virus, como o da influenza.

Outros estudos fazem a associacédo da gravidade da infeccéo viral com a
coinfecgdo bacteriana em pacientes com Covid-19, associada a um risco aumentado
de mortalidade hospitalar, atingindo uma média de mais de 50% de 6bitos. Embora
a taxa de coinfeccédo nesses estudos tenham sido baixas em pacientes infectados
por SARS-CoV-2, todos presumem a coinfeccdo como fator de risco para pacientes
em internacdo. As caracteristicas clinicas que definem a coinfec¢ao bacteriana foram
variadas e dependentes da apresentacéo clinica do paciente (NETO et al., 2020;
SHARIFIPOUR et al., 2020; ZHOU et al., 2020; KARAASLAN et al., 2021).

Dois estudos de revisdo e meta-analise sobre a coinfeccdo em pacientes
positivos para SARS-CoV-2 detectaram bactérias tipicas como, H.influenzae e
S.pneumoniae, entre outras, e bactérias atipicas como o M.pneumoniae, em
pacientes criticos na UTI com Covid-19 (LANSBURY et al., 2020; TIMBROOK;
MATIZ; GINOCCHIO, 2021). Lansbury e colaboradores (2020) citam que, em seus
achados, as bactérias mais comumente associadas a infeccdo por influenza séo
aguelas que comumente colonizam a nasofaringe, como Streptococcus pneumoniae.
Outros patdégenos mais comumente detectados foram Mycoplasma pneumoniae,
seguido por Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae e Klebsiella
pneumoniae. Também, associaram as coinfec¢fes bacterianas ao aumento da
mortalidade e maior proporcdo de pacientes criticos com Covid-19 em ambiente
hospitalar, assim como foi visto em epidemias e pandemias passadas. Esses
achados sdo semelhantes aos estudos que relatam bactérias implicadas em
infeccbes secundarias. Como esperado, em nosso estudo o S. pneumoniae foi 0
patdgeno mais detectado com 31,3% de amostras positivas entre os dois grupos de
amostras positivas e negativas para Covid-19, seguido do H. Influenzae com 21,7%
de amostras positivas e do M. pneumoniae com 7,6% de amostras positivas.
Considerando amostras onde foi detectado apenas um patdgeno bacteriano, temos
um total de 157 amostras positivas (44,3%).

Os resultados apresentados em nosso estudo, também apontam para uma

possivel piora do desfecho clinico e aumento da gravidade da doenca pela
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associacdo entre bactérias e 0 SARS-Cov-2. Nossos resultados sugerem que a
associacao do virus da Covid-19 com patdgenos comuns em infeccdes respiratorias,
seja responsavel pela gravidade dos casos das amostras analisadas, visto que, em
mais de 50% das amostras de pacientes diagnosticados com Covid-19 e
classificados com quadro grave ou critico de acordo com a classificacdo do MS,
foram detectados um ou mais patdégenos bacterianos do material utilizado para o
diagndstico viral, incluindo pacientes que vierama 6bito.

Outra observagao importante foi que, entre as amostras avaliadas, foi
encontrado um numero maior de amostras positivas para algum dos patdgenos
bacterianos em pacientes com infec¢do confirmada para o SARS-CoV-2, do que em
amostras negativas para o virus. Esta observ¢ao aponta para casos de pandemias
passadas ja descritas na literatura, onde € descrito que a infeccdo viral pode
favorecer a aderéncia de outros patdgenos, levando ao aumento da gravidade de
infeccbes respiratérias (ALVIM; LASMAR, 2009; JOSEPH; TOGAWA; SHINDO,
2013).

Apesar da confirmacdo da presenca de patdégenos bacterianos em mais da
metade das amostras de pacientes diagnosticados com Covid-19 e quadro grave ou
critico, ndo € possivel afirmar qual o papel desses patdogenos na gravidade do
guadro, mas esse achado sugere fortemente que esses microrganismos podem ter
contribuido de forma decisiva para 0 agravamento do quadro de saude. A associacdo
das patologias desses agentes em conjunto com os danos causados pela Covid-19,
podem com certeza terem sido as causas do agravamento do quadro e da evolucéo
para o 6bito em alguns pacientes apesar de ndo termos os numeros dos desfechos
para cada caso.

Podemos considerar que o resultado mais importante desse estudo foi a
possibilidade de deteccdo de patdégenos bacterianos em pacientes com sintomas de
Covid-19 por gPCR-HRM. Essa técncica que apresenta a mesma sensibilidade que
a gPCR-Tagman, tem menor custo por néo utilizar sondas e poderia ser usada junto
com o método de diagndstico viral para esses casos. Dessa forma os profissionais
de saude estariam cientes da presenca de algum patégeno bacteriano no material
colhido do paciente e o tratamento poderia ser mais efetivo com um melhor
prognastico.

As amostras clinicas nas quais foram detectados patégenos bacterianos pela
gPCR-HRM foram submetidas ao sequenciamento dos genes amplificados na
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reacao de diagndstico. Assim, um resultado interessante foi que, ao sequenciar as
amostras que testaram positivo para Haemophilus influenzae para a confirmacéo dos
resultados, observamos que se etratavam na verdade de cepas de Haemophilus
haemolyticus, conforme foi mostrado na Tabela 8. Um estudo realizado por Murphy
et al. (2007) mostrou que os métodos padréo nao distinguem de forma confiavel o H.
haemolyticus do H. influenzae, pois, foi visto que a proteina P6 € compartilhada entre
essas duas espécies. Outro estudo, em comparacédo com o de Murphy, mostrou que
a caracterizacdo molecular da proteina P6 da membrana externa, pode néo
diferenciar todas as cepas de H. Influenzae de H. haemolyticus, mas que podem ser
distinguidas de forma confiavel com base em sequenciamento de outros alvos
(CHANG at al., 2010).

Os virus podem facilitar a fixacdo e colonizacdo das bactérias no trato
respiratorio, 0 que certamente ndo € excecao para o Covid-19. No entanto, ainda ha
necessidade de maiores estudos para entender melhor os mecanismos das
interag@es entre virus e bactérias.

Os resultados encontrados através da andlise das temperaturas das curvas
de Melting geradas por HRM sao promissores. Eles sugerem que a g°PCR-HRM pode
ser utilizada como um método de identificacdo e deteccdo de outros patdgenos em
amostras de Covid-19 de forma rapida e segura e representar uma alternativa a ser
utilizada na rotina laboratorial.

Portanto, a metodologia aqui proposta, uma vez implementada, poderia trazer
algumas vantagens significativas como o baixo custo e, principalmente, o tempo
necessario para a identificacdo dos patdgenos, contribuindo assim para o
monitoramento epidemiolégico mais efetivo da doenca. Com isso, as autoridades de
saude poderiam ser informadas mais rapidamente sobre os casos e, desse modo,
auxiliar no controle de casos e possiveis novos surtos de Covid-19 através do

direcionamento das a¢fes de vigilancia em saude a serem tomadas.



49

6 CONCLUSOES

e O patdgeno mais detectado no presente estudo foi S. pneumoniae
(31,3%), seguido por H. influenzae (21,7%) e M. pneumoniae (7,6%).

e Das 166 amostras de pacientes diagnosticados com Covid-19, em
52,4% foi detectada pelo menos um dos trés agentes bacterianos. E desses, 55,2%

foram de pacientes com quadro grave ou critico, incluindo um 6bito.

e Do total de 354 amostras analisadas, em 51 (14,4%) foram detectados

dois patdégenos simultaneamente.

e O quadro de pacientes em estado grave ou critico com a Covid-19 deve
ser investigado, pois a gravidade aumentada pode ser atribuida a coinfeccdes

bacterianas. Assim, mais estudos sao recomendados para confirmar esse achado.

e Esse estudo visa contribuir com a identificacdo rapida e de menor custo,

auxiliando no direcionamento das acdes da vigilancia epidemioldgica e sanitaria.

e Nossos resultados sugerem que a metodologia utilizada tem alta

sensibilidade, permitindo identificar os patdégenos bacterianos.

e A padronizacdo de um método rapido e eficaz como a gPCR-HRM, que
possui baixo custo e elevada especificidade e sensibilidade, e a sua implantacdo em
laboratérios de referéncia e hospitais publicos, é fundamental para direcionar as acfes
de vigilancia em saude para acelerar e melhorar o prognostico do paciente.

e A implementacdo dessa metodologia em laboratorios de referéncia
podera contribuir para o melhor monitoramento de casos de pacientes com IRA, com

a limitacao de néo detectar patdogenos nao incluidos nas analises de PCR.

e A estratégia aqui proposta poderd possibilitar maior vigilancia
epidemiologica de IRA no pais através da réapida identificacdo dos patdgenos, além
de contribuir para novas pesquisas com uso da gPCR-HRM para o monitoramento de

outras doencas infecciosas.
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