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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) atualmente é um dos arbovirus de grande relevancia médica,
associado a casos de morbidade e/ou mortalidade, principalmente no Brasil. Assim, este projeto
objetivou a otimizacéo (as condi¢des locais) e implementacdo do sistema de transcri¢do reversa
de parte do genoma viral, seguido de amplificacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR), com base no protocolo desenvolvido pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC). ART-gPCR foi avaliada através de uma curva padréo utilizando um transcrito e o limite
de deteccdo (LOD) foi de 39 copias/pl. O RNA das amostras de soro do estudo foi extraido e a
RT-gPCR foi realizada. Das 151 amostras testadas, 46,4% foram negativas e 53,6% foram
positivas, com uma maior capacidade de deteccdo pela RT-qPCR entre 0-4 dias pds infeccdo,
em comparacao ao teste de captura da imunoglobulina M (IgM) (MAC-ELISA). Anélises da
carga viral foram conduzidas: variacdo entre 10 a 108 copias/pl e viremia >102 copias/pl foram
observadas na maioria das amostras positivas (64,2%). Cargas virais >10" copias/ul foram
evidenciadas nas faixas crianca e idoso. De 0-2 dias pos infeccdo, foram também detectadas
altas cargas virais (>107 copias/ul) nas amostras positivas. O ensaio da RNAse P humana
(RNP), controle enddgeno, foi otimizado apresentando amplificacBes em todas as amostras do
estudo. A RNP apresentou niveis praticamente constantes entre os dias pos infeccdo e também
ao correlacionar coma carga viral dos individuos positivos. Um ensaio multiplex com detec¢éo
simulténea dos alvos CHIKV e RNP foi estabelecido e avaliado preliminarmente apresentando
um LOD de 390 copias/ul. Uma concordéncia percentual de 88,88% em compara¢do aos
resultados da RT-gPCR simples foi observada, sem diferenca estatistica entre os testes (p=1).
Pode-se concluir que ambos os testes (formato simples e multiplex) foram sensiveis, permitindo

a deteccdo e quantificacdo do CHIKV, com potencial uso na rotina laboratorial.

Palavras-chave: Virus Chikungunya. PCR em tempo Real. Diagnostico. PCR Multiplex.
Controle de Qualidade.
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ABSTRACT

Currently, one of the most relevant arbovirus is the Chikungunya virus (CHIKV) associated
with morbidity and/or mortality cases, especially in Brazil. Thus, this project aimed to optimize
(under local conditions) and introduce the RT-PCR in real time assay (RT-qPCR), based on the
protocol developed by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC). RT-gqPCR was
evaluated by transcript dilutions on a standard curve and the limit of detection (LOD) was 39
copies/ul. The RNA from the serum clinical samples was extracted and the RT-gPCR was
performed. Out of 151 samples tested, 46.4% were negative and 53.6% were positive. A higher
detection sensitivity by RT-gPCR was observed between 0-4 days post infection, compared to
the immunoglobulin M (IgM) capture assay (MAC-ELISA). Analysis with viral load were
performed: variation from 10* to 10® copies/ul and viremia of >10° copies/pl were observed in
most of positive samples (64.2%). Viral loads of >10’ copies/ul were described on children and
elderly people. From 0-2 days post infection, high viral loads (>10" copies/ul) were detected
among positive samples. The human RNase P assay (RNP), endogenous control, was optimized.
All samples were detected by the RNP assay, showing similar levels between the days post
infection and in comparison, to viral load of positive individuals. A multiplex assay with
simultaneous detection of CHIKV and RNP targets was optimized and preliminarily evaluated
with a LOD of 390 copies/ul. A percentage of agreement of 88.88% compared to singleplex
RT-gPCR results was observed, with no statistical difference between the tests (p=1). It is
possible to infer that both tests (singleplex and multiplex) demonstrated sensibility, allowing

detection and quantification of CHIKV, with potential use on laboratory routine.

Keywords: Chikungunya virus. Real-time PCR. Diagnosis. Multiplex PCR. Quality Control.
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus constituem um sério problema de satde publica mundial, em virtude de
uma grande diversidade de patdgenos que causam relevantes taxas de morbidade e/ou
mortalidade, além de estarem associados a grandes epidemias (AZEVEDO; OLIVEIRA;
VASCONELOS, 2015; VASCONCELOS et al., 2013). No Brasil, aproximadamente 34
arbovirus estdo associados a doencas em humanos, destacando-se pela endemicidade, sobretudo
na regido da Amazonia, e pelo potencial de surtos causados principalmente pelos seguintes
virus: Virus Dengue (VDEN); Virus da Febre Amarela (VFA); Virus Oropouche (VORO);
Virus Mayaro (VMAY); Virus da Encefalite de Saint Louis (VESL); Virus Rocio (VROC);
Virus da Encefalite Equina do Leste e do Oeste (VEEL - VEEO); Virus Chikungunya (CHIKV)
e ZIKA Virus (ZIKV) (FIGUEIREDO, 2007, 2015). Apesar do potencial risco a saude publica,
ainda existe uma enorme deficiéncia na disponibilidade e na qualidade, tanto dos testes de
diagnosticos, como em relacdo as ferramentas para vigilancia soroepidemioldgica destas
viroses (LOPES et al., 2014).

Atualmente um dos arbovirus de grande relevancia médica ¢ o CHIKV, pertencente ao
género Alphavirus (Togaviridae), um virus de aproximadamente 70 nm, com capsideo
icosaédrico e RNA de polaridade positiva, cadeia simples de 11.8 quilo bases, organizado em
proteinas estruturais (capsideo, E3, E2, 6K/TF e E1) e ndo estruturais (nsP1-4) (RUPP et al.,
2015). O CHIKYV ¢ transmitido aos seres humanos pela picada de mosquitos do género Aedes.
Até recentemente havia sido detectado somente na Africa, onde estava restrito a um ciclo
silvestre (DIALLO et al., 1999; JUPP; KEMP 1996), bem como na Asia e na India onde sua
transmissdo era principalmente urbana, envolvendo os vetores Aedes aegypti e Aedes albopictus
(VAZEILLE, 2009). No Brasil, a febre Chikungunya foi detectada pela primeira vez em agosto
de 2010 e o namero de casos da doenca tem aumentado consideravelmente. De acordo com o
altimo boletim epidemioldgico divulgado pelo Ministério da Sadde foram notificados em 2016,
o total de 151.318 mil casos confirmados de Febre Chikungunya no pais, com 196 dbitos
confirmados laboratorialmente, onde cinquenta e oito (58) destes foram registrados
oficialmente em Pernambuco (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).

O risco de emergéncia de novos arbovirus no Brasil esta relacionada a existéncia de
grandes cidades densamente povoadas, altamente infestadas por mosquitos do género Aedes.
Desta maneira, seres humanos ou animais silvestres infectados podem migrar para estas
cidades, de configuragdes eco epidemioldgicas favordveis a proliferacdo da doenca,

ocasionando a incidéncia do CHIKV. Ainda mais preocupante: durante a infeccdo de varios e
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distintos organismos, o virus pode ser selecionado pelo hospedeiro, que por sua vez pode dar
condicdes de amplificacdo de cepas mais virulentas e/ou mais adaptadas (FIGUEIREDO,
2007).

De maneira geral, o diagnostico para o CHIKV pode ser feito pelo isolamento viral, pela
sorologia ou pela deteccdo do genoma viral no soro de individuos infectados (SIMMONS et
al., 2016). Encontram-se disponiveis diversas técnicas de isolamento viral, porém a mais
utilizada é a inoculagdo de soro de um paciente virémico em culturas de células C6/36
(originarias da espécie de mosquitos, Aedes albopictus), seguida pela identificacdo do virus em
reacOes de imunofluorescéncia indireta (IFI), empregando-se anticorpos especificos, ou pela
deteccdo do genoma viral (BRASIL, 2014). O método de diagndstico sorol6gico mais usado
em todo o mundo é a detec¢do de anticorpos IgM pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), seguido pela confirmacdo via teste de neutralizacdo por reducéo de
placas (PRNT). No entanto, o grande problema da técnica de ELISA é quanto ao numero
elevado de reacdes cruzadas com outras infec¢des virais (BRASIL, 2014; DASH; MOHANTY;
PADHI, 2011). Anticorpos 1gG aparecem tardiamente em relacdo ao inicio da doenca, e sua
deteccdo é pouco aplicada ao diagndstico devido a necessidade de amostras de fase aguda e
convalescenca, além da baixa sensibilidade em resposta a infeccdo viral, em comparacao aos
anticorpos IgM (KASHYAP et al., 2010). O diagnostico molecular através da transcricao
reversa de parte do genoma viral, seguido de amplificagdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-gPCR) pode ser feito através de varios protocolos e apresenta as vantagens do
diagnostico rapido e precoce (identificando a fase aguda da infeccdo, onde a viremia esta
significativa) (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015; PONGSIRI et al., 2012).

A RT-qPCR pode ser realizada a partir do soro ou sangue (durante a fase aguda da
doenca), utilizando primers especificos, permitindo a quantificacdo dos produtos génicos em
todas as fases da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (BRASIL, 2014). Atualmente,
diversas tecnologias de PCR em tempo real estdo disponiveis no mercado, sendo o SYBR Green
e 0 TagMan® os dois sistemas de deteccdo mais usados (RODRIGUEZ et al., 2015). Diversos
protocolos para deteccdo de RNA do CHIKV em tempo real foram publicados (AGARWAL et
al., 2013; CECILIA et al., 2015; CHIAM et al., 2013; LU et al., 2012; TELLES et al., 2009).
Recebendo destaque o ensaio desenvolvido e ja utilizado pelo Centro de Controle e Prevencéo
de Doengas (do inglés, Centers for Disease Control and Prevention — CDC) devido a sua 6tima
sensibilidade e especificidade para a deteccdo do CHIKV, principalmente durante a fase de
infeccdo aguda (LANCIOTTI et al., 2007; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA

SAUDE, 2011). Diante da iminéncia de novos surtos no Brasil, este projeto objetiva a
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otimizacdo (as condicdes locais) e implementacdo de um sistema de RT-qPCR, através da
insercdo de um controle positivo e um controle endégeno, com base no protocolo estabelecido
pelo CDC, para deteccdo e quantificacdo viral. A realizacdo desta metodologia dentro do
Instituo Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ PE) é de extrema utilidade publica, uma vez que
poderé ser acionado para a triagem de individuos infectados pelo CHIKV, dando suporte ao
Ministerio da Saude, através do auxilio ao Laboratorio Central de Saude Publica Dr. Milton
Bezerra Sobral (Lacen PE), no caso de surtos epidémicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

2.1 HISTORICO

A doenca febre Chikungunya é uma infeccdo viral cujo agente etiolégico é o virus
Chikungunya (CHIKV), descoberto hd mais de 60 anos. A descoberta do virus ocorreu apds um
surto ocorrido entre 1952 e 1953 em Makonde Plateau, na Tanzania, Africa, e foi descrita pela
primeira vez por Marion Robinson e W. H. R Lumsden em 1955, apesar de algumas epidemias,
desde 1779, terem sido reportadas erroneamente como surtos pelo virus da Dengue. A palavra
“chikungunya” tem origem no local onde foi descoberto o virus e significa “curvar-se” ou
“tornar-se contorcido”, devido a uma de suas expressdes clinicas que promove a formacdo de
uma postura curvada no individuo acometido, gerada por fortes dores articulares em infeccGes
graves por CHIKV (CAREY, 1971; LUMSDEN, 1955; ROBINSON, 1955). Apds ser
descoberto na Tanzénia, diversos surtos por CHIKV foram documentados em varios paises
localizados nas regides Central, Ocidental e do Sul da Africa, entre 1960 e 1990, resultando em
seu isolamento. Além do continente africano, também houveram relatos de epidemias ocorridas
no sudeste asiatico, em paises como Tailandia, india, Camboja, dentre outros (AZEVEDO;
OLIVEIRA; VASCONELOS, 2015).

A partir de 2005, os casos de febre Chikungunya disseminaram-se para além dos paises
africanos e asiaticos, sendo entdo registrados nas ilhas de Madagascar, La Réunion e demais
localidades da regifo sudoeste do Oceano Indico. Desde entdo, varios paises comecaram a
identificar casos importados de infec¢éo viral por CHIKV e novos surtos ocorreram, como na
Itlia em 2007, com presenca de casos autoctones (originario do pais em que habita), e entre
2009 e 2010, houve uma reincidéncia do virus na ilha de La Réunion (AZEVEDQO; OLIVEIRA;
VASCONELOS, 2015). Em 2013, o CHIKV foi introduzido na regido do Caribe e no ano
seguinte, propagou-se nas Américas, onde transmiss@es locais foram registradas (ab, 2014). No
Brasil, ainda em 2010, houveram os primeiros relatos de casos importados de febre
Chikungunya, provenientes de trés individuos que retornaram dos paises da Indonésia e india
(ALBUQUERQUE et al., 2012; CHAVES et al., 2012).

Os principais mosquitos vetores responsaveis pela transmissdo do CHIKV, Aedes
aegypti e Aedes albopictus, sdo encontrados em diversos estados brasileiros, com excecdo dos
estados do Amapa, Sergipe, Roraima e Acre para o Ae. albopictus, o que facilitou a introducéo
e a dispersdo do virus no pais (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONELOS, 2015). Em 2014, até

inicio de outubro, diversos casos importados foram identificados e, no mesmo ano, o primeiro
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caso autoctone brasileiro foi registrado no estado do Amap4, juntamente com uma epidemia no
municipio de Feira de Santana (BA), com 274 casos autoctones identificados na regido de um
total de 299 distribuidos nos estados do Amapa, Bahia e Minas Gerais (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2014). No ano seguinte, casos autoctones e importados continuaram
aumentando no pais, principalmente nos estados do Amapd e Bahia (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2015).

De acordo com a distribuicdo geogréafica por onde historicamente foram identificados,
quatro genotipos distintos do CHIKV foram descritos até o momento: os gen6tipos da Africa
Central, Sul e Leste (do inglés, East/Central/South African, ECSA), da Africa Ocidental (do
inglés, West African genotype, WAF), Asiatico (do inglés, Asian genotype) e do Oceano indico
(do inglés, Indian Ocean lineage, 10L) (Figura 1) (VOLK, 2010; WEAVER, 2014). O genétipo
WAF é caracterizado por isolados oriundos dos paises da Nigéria e Senegal, enquanto o
gendtipo IOL, derivado do ECSA, é caracterizado por mutacdes adaptativas nas proteinas
estruturais do virus denominadas E1 e E2, que permitiram a transmissao também por mosquitos
da espécie Ae. albopictus, o que resultou no aumento da sua infectividade e capacidade de
dispersdo na epidemia na La Réunion (TSETSARKIN et al., 2007; WAHID et al., 2017). No
mesmo periodo, 0 gendtipo ECSA foi introduzido na Asia, e também esté associado a epidemias
na regido do Pacifico Sul desde 2011, juntamente com o genotipo Asiatico, este ultimo,
encontrado nas epidemias atuais nas Américas, o que reflete no potencial de dispersao de todos
0s genotipos do virus CHIKV (SMALLEY et al., 2016). Em relacdo ao Brasil, 0s gendtipos
Asiatico e ECSA ja foram encontrados circulando nos estados do Amapa e Bahia (AZEVEDO;
OLIVEIRA; VASCONELOS, 2015).
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Figura 1 — Arvore filogenética baseada em regides codificantes completas de 74 sequéncias
do CHIKV.
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Fonte: Adaptado de Wahid et al. (2017).

Nota: Quatro genétipos do CHIKYV foram identificados, de acordo com a regido geografica de
origem, com base nas andlises filogenéticas. O WAF apresenta isolados dos paises Senegal e
Nigéria. O ECSA ¢ outro gen6tipo enzoGtico (ocorre em certos animais) na Africa. O genotipo
Asidtico consiste de isolados dos paises da Asia. O 10L (derivado do ECSA) é o mais recente
genoGtipo identificado, que se dispersou das ilhas do Comores (Africa) em 2004 e resultou em
epidemias severas no Sudeste da Asia e india durante o periodo de 2005 a 2008. Ainda, o IOL
é caracterizado por mutagdes adaptativas nas proteinas estruturais E1 e E2 do CHIKV, o que
resultou na sua transmissdo também por mosquitos da espécie Ae. albopictus.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

Desde a descoberta do CHIKV na década de 50 na Africa, diversas epidemias foram
registradas ao redor do mundo na forma de casos importados e autoctones, principalmente. O
CHIKV passou entdo a ser referenciado, na Gltima década, como uma das principais causas de
doencas transmitidas por vetores no mundo, identificado em mais de 100 paises. Atualmente,
estima-se que um milhdo de casos de infec¢bes pelo CHIKV acontecam ao ano, mundialmente
(Figura 2) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016; SMALLEY et al., 2016). Até
2013, 0 CHIKYV havia sido detectado em surtos nos paises da Asia, Africa, Europa, Oceano
indico e Pacifico. Posteriormente, com a introducdo da transmissio local do CHIKV nas
Américas em 2013, cerca de 45 paises/territorios foram notificados com o virus na regido, e um
total de mais de 1.7 milhdes de casos suspeitos reportados, até 0 momento. Até julho de 2016,
com relagcdo ao nimero de dbitos nas Américas, os paises da Colémbia e Brasil apresentaram
0s maiores numeros de mortes (direta ou indiretamente relacionados ao virus). Em destaque o
Brasil com 196 Obitos registrados em 2016 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2016).

Figura 2 — Casos de infeccBes pelo CHIKV reportados no mundo, em 2016.
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Fonte: Adaptado de Centers For Disease Control And Prevention (2016).
Nota: O CHIKYV apresenta uma distribuicdo ampla, identificado em mais de 100 paises no mundo,
através de casos autdctones e importados.
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O risco de emergéncia de novos arbovirus no Brasil, como o CHIKV, ZIKV, dentre outros,
esta relacionada a existéncia de grandes cidades densamente povoadas, altamente infestadas
por mosquitos do género Aedes. Desta maneira, seres humanos ou animais silvestres (atuam
como reservatorios) infectados podem migrar para estas cidades de configuragbes eco
epidemioldgicas favoradveis a proliferacdo das arboviroses, ocasionando altas taxas de
incidéncias (FIGUEIREDO, 2007). Em 2016, dos 271.824 mil casos provaveis de febre
Chikungunya notificados pelo Ministério da Saude (MS), difundidos em 2.829 municipios
brasileiros, 151.318 foram confirmados (Figura 3). Em comparacdo ao ano inteiro de 2015
(38.499 mil casos provaveis distribuidos em 704 municipios), nota-se um aumento consideravel
no nimero de casos e distribuicdo da doenca (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2015, 2016).
A regido nordeste, assim como no ano anterior, apresentou em 2016 a maior taxa de incidéncia
(nimero de casos/100mil habitantes) de 415,7 casos no pais, juntamente com um elevado
namero de oObitos confirmados laboratorialmente pelos seus estados. Em Pernambuco, apesar
de muitos casos ainda estarem sob investigacdo, cinquenta e oito (58) mortes foram
oficialmente registradas em 2016, apresentando o maior indice de ébitos em relacdo aos demais
estados brasileiros (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).
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Figura 3 — Casos notificados e confirmados de febre Chikungunya no Brasil em 2016.
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- Casos confirmados (municipio com pelo menos 1 caso confirmado)

Fonte: Adaptado de Boletim epidemiolédgico (2016).
Nota: Em 2016, foram registrados: 271.824 mil casos provaveis de febre Chikungunya difundidos em
2.829 municipios brasileiros e um total de 151.318 casos confirmados.

2.3 TRANSMISSAO E VETOR

O CHIKV, assim como outras espécies de arbovirus, apresenta um ciclo biolégico do
tipo zoondtico, um ciclo entre artropodes (vetores) e reservatorios de organismos vertebrados
amplificadores da transmissao, como o humano, principal reservatdrio em periodos epidémicos
(LOPES et al., 2014). Contudo, outros vertebrados podem atuar como reservatorios principais
em periodos Inter epidémicos, a exemplo primatas ndo humanos como macacos (BRASIL,
2014). A transmissdo do CHIKV em humanos pode ocorrer de trés formas: pelo repasto
sanguineo de mosquitos vetores infectados, principalmente, de formas mais raras como da mae
para o filho no momento do nascimento (transmissdo vertical) que pode acarretar em uma
infeccdo grave no recém-nascido, e por transfusdo sanguinea, em teoria, uma vez que nenhum
caso foi confirmado até o momento (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2014; GERARDIN et al., 2008). Apesar disso, em um estudo recente
conduzido em amostras de doadores de sangue em Puerto Rico, Estados Unidos da América
(USA), durante a epidemia de CHIKV em 2014 foi possivel detectar o RNA do virus em boa
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parte das amostras testadas. Entretanto, pesquisas futuras ainda estdo sendo realizadas para
avaliar o risco da transmissdo do CHIKV por transfusdo sanguinea e sua repercussdo nos
respectivos receptores (SIMMONS et al., 2016). Existe também a forma de transmissdo
sanguinea por acidentes de trabalho em laboratérios clinicos e de pesquisa, tanto no manuseio
quanto na obtencdo de amostras bioldgicas de individuos infectados pelo CHIKV (BRASIL,
2014).

A transmissdo principal em humanos decorre pelo repasto sanguineo de fémeas de
mosquitos infectados, das espécies Aedes aegypti e Ae. albopictus, principalmente, que sao
amplamente distribuidas no mundo, nas regifes subtropicais e tropicais, e regides temperadas
(Ae. albopictus) (SIMMONS et al., 2016). O ciclo de transmissdo inicia-se quando as fémeas
desses mosquitos adquirem o virus durante o repasto sanguineo em individuos infectados,
seguido por um periodo de incubacgéo (periodo de incubacdo extrinseco) de cerca de dez dias,
até que 0s mosquitos se tornam aptos para realizar a transmissdo em um novo hospedeiro
(periodo de incubacdo intrinseco), onde o surgimento da sintomatologia tipica s6 acontece em
cerca de trés a sete dias depois (Figura 4) (BRASIL, 2014).

Figura 4 — Processo de infeccdo e transmissdo do CHIKV por mosquitos vetores.
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Fonte: Adaptado de Coffey, Failloux e Weaver (2014).

A incidéncia de mosquitos da espécie Aedes aegypti esta mais relacionada a ambientes
humanos, como no interior e exterior de residéncias, em caixas d’agua, vasos de flores, pneus
de carros abandonados, dentre outros. Enquanto que a espécie Ae. albopictus, apresenta uma
diversidade de habitats, incluindo areas peri-urbanas (integram caracteristicas de ambos 0s
territérios, urbanos e rurais) (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016;
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ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016). As espécies Aedes aegypti e Ae. albopictus
sdo também responsaveis pela transmissdo de outras arboviroses, como a dengue (PONGSIRI
et al., 2012). Na Africa, além da transmissdo humana, ha um ciclo silvestre com primatas n&o
humanos (macacos, chipanzés, dentre outros) e outras espécies de mosquitos, como Ae.
africanus e Ae. furcifer-taylor, sio evidenciadas. Enquanto que na Asia e demais regides
epidémicas, o ciclo predominante (homem-vetor) ocorre em areas urbanas envolvendo as
espécies de mosquitos principais de transmissdo (Aedes aegypti e Ae. albopictus) (Figura 5)
(RAO; PAUL; SINGH, 1968; THIBOUTOT et al., 2010;).

Figura 5 — Ciclo de transmissdo do CHIKV.

Transmissao CHIKV Transmissdo CHIKV
Ciclo Silvestre Ciclo Urbano
/ Aedes furcifer, Aedes aegypt/
' Aedes africanus X Aedes albop/ctus

Primatas ndo humanos
/ Humanos,
\ % ig ; l {S ‘ outros
| vertebrados?

Aedes furcifer, Aedes africanus Aedes aegypt/
Aedes albopictus

Fonte: Adaptado de Madariaga, Ticona e Resurrecion (2016).

2.4 AGENTE ETIOLOGICO

Os virus sdo conhecidos como 0s menores organismos autoexplicativos, constituidos
basicamente por um pequeno segmento de &cido nucleico encapsulado por uma estrutura
proteica chamada de capsideo, por onde interagem com o hospedeiro. Os virus sdo ditos
parasitas intracelulares obrigatérios devido a auséncia de um metabolismo préprio, assim,
invadem as células do hospedeiro, utilizando seu metabolismo celular para se replicarem
(FORTERRE, 2013). De acordo com a classificacdo proposta pelo International Committe on
Taxonomy of Viruses (ICTV), as diferentes espécies de virus sdo agrupadas em géneros,
familias e ordens (CONDIT et al., 2013). Recebendo destaque em nosso trabalho a familia

Togaviridae, composta por virus de RNA de fita simples positiva, envelopados, de estrutura
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esférica e que contribuem expressivamente no desenvolvimento de doencas em humanos e
animais, sendo dividida em dois géneros: Alphavirus e Rubivirus (BU'CHEN-OSMOND,
2006; RUPP et al., 2015). O CHIKYV pertence a familia Togaviridae e ao género Alphavirus e
o0s demais virus desse género sdo também reconhecidos como arbovirus (do inglés, Arthropod-
borne virus), por serem transmitidos pelo repasto sanguineo de artropodes hematéfagos, e por
parte do ciclo replicativo acontecer nos insetos (LOPES et al., 2014; SOLIGNAT et al., 2009).

2.5 ESTRUTURA E GENOMA VIRAL

A estrutura icosaédrica de 70 nm de didmetro do CHIKYV ¢é constituida pelo genoma
viral circundado pelas proteinas do capsideo (C), nucleocapsideo, dentro de um envelope
lipidico, derivado da membrana plasmatica do hospedeiro, com glicoproteinas virais E1 e E2

formando projeces (do inglés, spikes) (Figura 6) (RUPP et al., 2015).

Figura 6 — Estrutura do CHIKV.
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Fonte: Adaptado de Navarro e Fernandez (2015).

Nota: Secc¢do transversal do CHIKV, composto pelo genoma viral, RNA, ao centro, circundado pelo
nucleocapsideo, e envolvido pelo envelope lipidico (glicoproteinas E1 e E2 e lipideos da membrana
plasmética do hospedeiro). A direita, a estrutura viral em maior detalhe.

O genoma do CHIKYV possui tamanho de 11.8 quilo bases, constituido por um RNA de
polaridade positiva, linear, de fita simples (sSRNA), e organizado em proteinas estruturais e nao
estruturais (TALWAR; HASNAIN; SARIN, 2015). O seu genoma funciona como RNA
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mensageiro (MRNA), guia para sintese proteica, com extremidades 5’ cap e 3’poli A, que
garantem a estabilidade e intensificam a sintese de proteinas (ALBERTS et al., 2010; COX;
DOUDNA; O'DONNELL, 2012). Ainda, é composto por duas fases de leitura aberta, ORFs,
(do inglés, open reading frame) traduzidas em poli proteinas que s&o clivadas para formar novas
particulas virais. A primeira ORF associada a traducdo das proteinas ndo estruturais (nsP1,
nsP2, nsP3 e nsP4) necessérias a sintese de RNA, e a segunda ORF, relacionada a producéo de
um mRNA subgenémico (26S RNA), atuando como estratégia para expressdo dos genes
localizados proximos a regido 3° do RNA (Figura 7) (PRESTI et al., 2016). Essa segunda ORF
é direcionada a traducdo das proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K/TF e E1) envolvidas na
aderéncia do virus as células do hospedeiro e na formagdo das particulas virais (KOEV;
MILLER, 2000; STRAUSS; RICE; STRAUSS, 1984).

Figura 7 — Esquema de organizacdo do genoma do CHIKV.
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Fonte: Adaptado de Talwar, Hasnain e Sarin (2015).

Nota: O genoma viral é composto por um ssRNA de polaridade positiva, organizado em proteinas nao estruturais
(primeira ORF), através de um precursor ndo estrutural (proteina P1234): nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4; e estruturais
(seaunda ORF). através de um orecursor estrutural: C. E3. E2. 6K/TF e E1.

2.6 REPLICACAO VIRAL

O ciclo de replicacdo do CHIKV (duracdo em torno de 4 horas) apresenta como etapa
inicial a internalizacdo, e decorre da aderéncia do envelope viral via interacdo das glicoproteinas
E1/E2 aos receptores da célula hospedeira, seguido pela endocitose (ingestdo para dentro da
célula hospedeira) da particula viral aderida (LEUNG; NG; CHU, 2011; STRAUSS;

STRAUSS, 1994). Em seguida, o PH &cido endossomal permite a formacéo do poro de fuséo
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(proteina de fusdo E2) e liberacdo do genoma viral para o citoplasma, onde a replicacdo é
iniciada (SOLIGNAT et al., 2009). O RNA gendmico € traduzido, parcialmente, nas
poliproteinas P123 e P1234 que serdo processadas para formacao das proteinas ndo estruturais
(nsP1-4). Enquanto que o RNA subgenémico 26S, também ¢é traduzido, porém, em proteinas
estruturais (capsideo, E3, E2, 6K/TF e E1), por um precursor estrutural (ALBERT,;
SCHWARTZ, 2010). As proteinas ndo estruturais virais estdo envolvidas na replicacdo do
genoma viral e as proteinas estruturais, na formacdo da particula viral em si (LEUNG; NG;
CHU, 2011).

Por fim, ocorre a unido dessas estruturas proteicas para formacao de um novo virus e o
envelope é adquirido ao mesmo tempo que o virus, na sua forma madura, € liberado para fora
da célula hospedeira por brotamento. No egresso, o virus também adquire lipideos da membrana
plasmatica da célula do hospedeiro que passam a fazer parte do seu envelope (Figura 8)
(TALWAR; HASNAIN; SARIN, 2015).
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Figura 8 — Ciclo de replicagdo do CHIKV.
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Fonte: Adaptado de Solignat et al. (2009).

Legenda: Aderéncia/Entrada: etapa inicial do ciclo que remete a aderéncia do virus (via
E1/E2) aos receptores da célula hospedeira. Endocitose: internalizacdo da particula viral
para dentro da célula. Fusdo: proteina de fusdo E2, via PH acido endossomal, forma um
poro de fuséo e libera o genoma viral para o citoplasma. Citoplasma: replicacéo viral é
iniciada através da tradugdo do RNA genémico em duas poliproteinas (P123 e P1234) que
originardo as proteinas ndo estruturais (nspl1-4), e 0 RNA subgendmico (26S) é traduzido
em uma proteina estrutural precurssora que sera processada e originard as proteinas
estruturais virais (capsideo, E3, E2, 6K/TF e E1). Montagem: unido das estruturas proteicas
para formacao de um novo virus. Liberacéo: Aquisicdo do envelope e liberagdo da virus
para fora da célula por brotamento.

2.7 MANIFESTACOES CLINICAS

29

A doenca febre Chikungunya pode acometer individuos de ambos 0s sexos e de

qualquer idade, contudo, a expressao clinica pode ser diversificada de acordo com a idade, onde

neonatos e pessoas de idade avancada como idosos, apresentam um fator de risco aumentado

em comparacdo aos demais grupos de faixa etaria (BRASIL, 2014). Nos individuos infectados,

as manifestacdes clinicas costumam iniciar-se ap6s um periodo de incubacdo (dois a quatro

dias, ou mais) sendo entdo caracterizadas por: dores nas costas e de cabeca, febre alta, mialgia

e artralgia (dores articulares) que podem se intensificar, afetando principalmente as
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extremidades (articulagbes menores do pulso, tornozelo e pé) e também as maiores articulaces
(LAM et al., 2001; HOCHEDEZ et al., 2006). A artralgia, de carater incapacitante, recebe
destaque dentre os sintomas citados, pela promocdo de fortes dores nos locais afetados.
Principalmente quando o individuo estda em movimento, apresentando a possibilidade de
persisténcia por anos, caracterizando uma artralgia cronica. A pele pode ser afetada em alguns
casos de infeccdo pelo CHIKYV, expressando um rash maculopapular pruriginoso que pode ser
compreendido por um tipo de erupcdo cutanea avermelhada, geralmente localizada no torax.
Quanto as manifestacBes oculares, inflamacfes na retina e iris sdo as mais frequentes, porém
ndo conferem risco, sendo posteriormente completamente resolvidas (CAGLIOT et al., 2013;
MAHENDRADAS et al., 2008).

Apesar de incapacitante em algumas situacdes, a febre Chikungunya nédo €é considerada
de alto risco. Entretanto, casos de mortalidade atribuidos de forma direta e indireta a infecgédo
pelo virus estdo sendo relatados nos ultimos anos, assim como em epidemias historicas
ocorridas nas regides de La Réunion e Mauritius (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016;
MAVALANKAR et al., 2008). Mais recentemente no Brasil, em 2016, foram registrados
oficialmente 196 obitos por infec¢bes pelo CHIKV, destes, 58 registrados em Pernambuco.
Muitos fatores podem estar associados a mortalidade, como condicbes pre-existentes dos
individuos infectados, outras doencas associadas, maior gravidade da doenca, problemas no
manejo clinico, dentre outros (BEESOON et al., 2008; BRASIL, 2014; JOSSERAN et al.,
2006).

2.8 DISSEMINACAO VIRAL E IMUNOPATOGENESE

A disseminacdo do CHIKYV ocorre em trés etapas no hospedeiro: intradermal, sanguinea
e 6rgdos alvo (CAGLIOT etal., 2013). Inicialmente, na etapa intradermal, a partir da inoculacéo
dos mosquitos vetores na pele do hospedeiro, o virus adentra os capilares subcutaneos, por onde
a replicacdo viral e local acontece e, assim, o virus infecta as células endoteliais, macréfagos e
fibroblastos. Em sequéncia, a producdo local de novos virus € direcionada para os linfonodos
(génglios linfaticos), préximo ao local de inoculacéo, por onde os virus séo liberados no sistema
linfatico atingindo a préxima etapa, sanguinea, através do ducto toracico. Por fim, uma vez na
circulacdo sanguinea, os virus conseguem atingir demais localidades do organismo do
hospedeiro, etapa 6rgaos alvo, disseminando-se por tanto, para as articulacdes, tecido muscular,
figado e cérebro. Nesse momento, a infec¢do estd concentrada em macrdfagos e outras células

mononucleares que amplificam a infec¢do viral para outras regides (Figura 9) (ALBERT;
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SCHWARTZ, 2010; CAGLIOT et al., 2013). As manifestacBes clinicas da doenca Febre
Chikungunya estdo associadas as infecces virais localizadas nos 6rgéos alvo. Nos masculos e
nas articulacdes, por exemplo, a presenca desse infiltrado de células mononucleares, somada a
replicacéo viral, leva ao surgimento de dores fortes nessas areas e em alguns casos artrites
(inflamagdes nas articulagdes) no hospedeiro humano (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).

Figura 9 — Disseminacdo do CHIKV no hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de Cagliot et al. (2013).

Legenda: Intradermal: etapa inicial da disseminagéo viral no hospedeiro pela inocula¢do dos
mosquitos vetores na pele, seguida pela replicacéo viral local e infeccio das células suscetiveis.
Sanguinea: replicacdo viral direcionada ao tecido linféide e em seguida atingem a corrente
sanguinea disseminando-se pelo organismo do hospedeiro. Orgdos alvo: caracteriza-se pela
disseminacéo viral para o figado, musculo, articulacdes e cérebro com infeccdo em macrofagos
e outras células mononucleares amplificadoras da infeccéo viral para outras regifes.

O sistema de defesa do hospedeiro em resposta a infeccdo promovida pelo CHIKV é
iniciado pela resposta imune inata atuando como primeira barreira contra o virus, inibindo a
replicacdo viral por mecanismos de citolise (lise celular) e ndo citolise. A inducdo dos
interferons do tipo alfa e beta (IFN-a/B) na resposta imune inata também reflete em um
mecanismo crucial de resposta antiviral, j& demonstrado em estudos in vitro com Alphavirus,
atuando no combate a replicacdo e disseminagdo viral (SOURISSEAU et al., 2007; STETSON;
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MEDZHITOV, 2006). Um outro ponto importante na imunidade inata, é a producao elevada de
fatores pro inflamatorios, como interleucina 6 (IL-6) e IFN-a. Em uma pesquisa realizada com
pacientes com poliartrite (dores em diversas articulagdes) induzida pela infec¢do por CHIKYV,
esses fatores pro inflamatdrios foram encontrados em niveis elevados e foram apontados como
uma potencial causa para o surgimento de dores cronicas nos musculos e articulages no curso
da doenca (WAUQUIER et al., 2011). Assim, é na resposta imune inata que o virus interage
com as células sanguineas e mondcitos/macréfagos do hospedeiro, o que desencadeia a
producdo de citocinas e quimiocinas, e inducdo de processos inflamatdrios. Estes, parecem
justificar a presenca de artralgia inicial e dores fortes nas articulagdes, que podem persistir por
anos, mesmo apds o periodo virémico nos individuos doentes (CAGLIOT et al., 2013; HER et
al., 2010). Ainda, acredita-se que o prolongamento da artralgia esta relacionado com a
persisténcia do virus no local, fruto de uma resposta inflamatoria ndo totalmente resolvida
(CHOW et al., 2011).

A resposta imune adaptativa esta associada na fase aguda (sintomatologia aparente), a
presenca de imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG), anticorpos anti-CHIKYV, ja detectadas em
soros de pacientes infectados pelo virus (PANNING et al., 2008). Também tem sido proposto
que a infeccdo por CHIKYV levaria ao desenvolvimento de uma imunidade adaptativa protetora,
por esses anticorpos, posteriormente a infeccdo primaria, sugerindo-se a promog¢do de uma
protecdo completa a reinfeccdo viral (GASQUE et al., 2015). Outras células do sistema imune
do hospedeiro também participam da resposta imune adaptativa e apresentam a capacidade de
eliminar células infectadas pelo virus, como as células T, CD8+ e CD4+, desempenhando um
papel importante na resposta efetora antiviral. As células NK (do inglés, Natural Killer Cell)
também sdo fortemente ativadas e potencializam a resposta efetora via células T (HOARAU et
al., 2013; WAUQUIER et al., 2011).

2.9 TRATAMENTO, PREVENCAO E CONTROLE

Até o momento ndo ha um tratamento antiviral especifico para infeccdes por CHIKV,
utilizando-se farmacos de acordo com a sintomatologia expressa pelo individuo acometido.
Apesar de varias drogas, ainda sob teste, ja apresentarem potenciais efeitos contra o virus, como
a sSiRNA (pequeno RNA de interferéncia) contendo sequéncias homdlogas aos genes do CHIKV
e acdo na inibicdo da replicacdo viral (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016;
PARASHAR et al., 2013). Assim, durante a fase aguda da doenca Febre Chikungunya onde os

sintomas clinicos surgem, anti-inflamatdrios ndo esteroides e medicamentos para alivio da febre
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e dores como Paracetamol e Ibuprofeno, sdo drogas de escolha para o tratamento, além de
repouso e alta ingestdo de liquidos para repor a perda do mesmo, por vémitos e sudorese. Na
fase subaguda e crdnica, caracterizada por dores fortes articulares que podem persistir por um
longo periodo de tempo, a terapia extensa com anti-flamatérios ndo esteroides, ou
corticosteroides de curto prazo para as dores severas, somada a fisioterapia moderada para os
casos crbnicos de rigidez muscular e artralgia prolongada, atuam como o tratamento mais
indicado (ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2016; BRASIL, 2014, ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Apesar da auséncia de vacinas comerciais disponiveis para prevencdo ao CHIKV, até a
presente data, diversos estudos estdo sendo conduzidos na area de desenvolvimento de vacinas,
e varias estratégias foram testadas em modelos animais, como as vacinas de DNA e de proteinas
recombinantes ou particulas virais, além das estratégias envolvendo preparagdes de virus
inativados ou de virus atenuado, pioneiras na area de desenvolvimento de vacinas (EDELMAN
et al., 2000; HARRISON et al., 1971; WHITE; BERMAN; LOWENTHAL, 1972). A caréncia
na producéo de uma vacina esta relacionada aos desafios envolvendo a sua propria validacao,
quanto ao desenvolvimento de uma vacina efetiva, porém ao mesmo tempo segura, de custo
razoavel e de ampla distribuicdo na populacdo (WEAVER et al., 2012). Com isso, o0 controle
vetorial e a protecdo contra o repasto sanguineo de mosquitos vetores pelo uso de repelentes,
representam as principais medidas preventivas aplicadas ao combate a disseminacdo do
CHIKYV. Durante os surtos epidémicos, o controle vetorial é caracterizado pela utilizacdo de
inseticidas com objetivo de reduzir os habitats dos mosquitos (CAGLIOT et al., 2013;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

O controle da doenca Febre Chikungunya deve englobar estratégias que atuem antes,
durante e depois da infeccdo viral instaurada, para gque, tanto a conducdo dos casos clinicos,
guanto a resposta de combate das regifes possivelmente afetadas sejam satisfatorias
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2011). Assim, a introdug&o de métodos
de diagnostico seguros e efetivos juntamente com a capacitacdo de profissionais na area de
salde, com a finalidade de obter um planejamento adequado destinado a triagem e manejo
clinico nas unidades de salude, atuam como medidas de controle fundamentais. Em relacéo as
estratégias posteriores a introducdo do CHIKV, estas, referem-se principalmente a execucao
dos planos de contingéncias com auxilio do Ministério da Saude e o estabelecimento de uma
comunicacdo continua entre os centros e secretarias de salde. Essa comunicacdo contribuira
para um controle efetivo da doenca a partir do mapeamento e controle das areas endémicas
(BRASIL, 2014; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014).
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2.10 DIAGNOSTICO

O diagnostico da febre Chikungunya baseia-se em trés métodos principais, sendo
categorizados em dois grupos: sorolégico pela prevaléncia de anticorpos, envolvendo técnicas
de ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) e o grupo virolégico com presenca
da viremia significativa, envolvendo o isolamento viral e a deteccdo molecular (GOODMAN,
2016; JOHNSON; RUSSELL). Para a escolha do método de diagnostico utiliza-se como
critério a data em que a coleta da amostra foi realizada, e sua correlagdo ao curso da doenga, ou
seja, ao inicio dos sintomas (Figura 10) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016;
PONGSIRI et al., 2012). As amostras de soro e sangue sdo comumente empregadas, contudo,
o liquido cérebro-espinhal (LCE), também pode ser utilizado para o diagnéstico da doenca nos
episodios neuroldgicos com expressdes clinicas meningoencefalicas (SIMMONS et al., 2016;
BRASIL, 2014).

Figura 10 — Viremia e resposta imune em infec¢do pelo CHIKV.
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Fonte: Adaptado de Brasil (2014).

Nota: Amostras coletadas no periodo de 1-3 dias, sugere-se o diagndstico virol6gico por
isolamento viral ou deteccdo molecular devido a viremia expressiva. Do 4-8 dia pode-se
aplicar a deteccdo molecular ou sorologia, pelo inicio do surgimento de anticorpos frente
a infeccdo viral e presenga da viremia. Do oitavo dia em diante, recomenda-se apenas a
sorologia pela presenca de anticorpos que podem persistir por meses.



REGO, T. M. Avaliag&o e Desenvolvimento da RT-PCR em tempo real... 35

Diagnosticar clinicamente um individuo com suspeita de febre Chikungunya pode ser
desafiador (BRASIL, 2014). Os sintomas classicos de febre na presenca ou auséncia de dores
articulares, sdo também compartilhados em outras doengas transmissiveis como Malaria, e
principalmente, nas arboviroses, como a dengue, esta, devido a possibilidade de sobreposicéo
e dificuldade na diferenciacdo clinica com a febre Chikungunya (BRASIL, 2014; LIMA-
CAMARA, 2016). Apesar de alguns individuos ndo apresentarem os sintomas classicos, essas
arboviroses podem ocorrer em conjunto. No caso de um diagnostico diferencial para o virus
Mayaro, de mesma familia que o CHIKV (Togaviridae), por exemplo, cuja apresentacéo clinica
é similar e com histérico de circulacéo na regido norte brasileira desde da década de 50, utiliza-
se como critério de diferenciacdo a epidemiologia do virus e a historia de viagem do individuo
em questdo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2014; ZUCHI et
al., 2014).

2.10.1 Soroldgico

O diagndstico sorologico envolve a captura de anticorpos, 1gG e IgM, este
principalmente, em resposta ao CHIKV nos individuos infectados, em amostras de soro de fase
aguda e/ou convalescencga em relacdo ao curso da doenca, ou seja, soros coletados nos primeiros
oito dias do inicio dos sintomas e no periodo de dez a quatorze dias apés a coleta da amostra na
fase aguda, respectivamente (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2014). Geralmente, os anticorpos sdo produzidos no final da primeira semana de inicio dos
sintomas e podem persistir por meses. Os protocolos dos ensaios soroldgicos para realizacao in
house e os Kits de diagnostico ja encontram disponiveis, sendo amplamente utilizados na rotina
laboratorial, como o kit Anti-CHIKV IgM human ELISA kit (Abcam, UK) (GAIBANI;
LANDINI; SAMBRI, 2016).

O teste mais utilizado € o ELISA de captura para detec¢do dos anticorpos IgM, chamado
de MAC-ELISA (do inglés Capture ELISA Assay) disponivel nas versdes in house ou kit
comercial, seguido do teste de neutralizacdo por reducdo de placas, PRNT (do inglés, Plaque
Reduction and Neutralization Test), pelo aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos
neutralizantes contra o virus, em amostras de soro de fase aguda e convalescenca em relacéo ao
curso da doenca (BRASIL, 2014; JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016). O PRNT atua
como um diagnodstico de confirmacdo, devido a presenca de reacfes cruzadas com outros
Alphavirus como virus o’nyong-nyong (ONNV), Sindbis (SINV) e alguns integrantes do
sorogrupo do virus da Floresta Semliki (SFV) (GAIBANI; LANDINI; SAMBRI, 2016;
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LANCIOTTI et al.,, 2007). O MAC-ELISA in house é considerada uma técnica de facil
execucao na rotina laboratorial e amplamente utilizada no diagnostico soroldgico do virus, tanto
em amostras de soro quanto LCE. Placas de 96 pogos séo revestidas com o anticorpo de captura
(anti-lgM humano) e posteriormente com soro do individuo a ser testado, e por fim com
antigeno viral ndo infeccioso, o qual podera ser detectado pela acdo do anticorpo antiviral. A
deteccgdo baseia-se no método colorimétrico pela interacdo da enzima, conjugada ao anticorpo
antiviral, e ao substrato cromogénio adicionado ao teste (BRASIL, 2014; MARTIN et al.,
2000). Este protocolo é utilizado no CDC para o diagndéstico de arboviroses em geral, e apesar
de ndo apresentar ainda dados acerca de sua performance para o0 CHIKV, na literatura ja foi
relatada uma sensibilidade de 91% e especificidade 90% para o diagndstico do virus do West
Nile (WNV), com confirmagdo por PRNT (MARTIN et al., 2004). J& em relacdo a sua
performance no formato de kit comercial, 0 MAC-ELISA, apresentou sensibilidade alta
proxima a 100% em estudo recente envolvendo os principais fabricantes (Euroimmun e Inbios
CHIKV MAC-ELISA, dentre outros), e especificidade variando entre 93% a 100%
(JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016). Contudo, a sua sensibilidade é reduzida no
periodo entre o primeiro e o quinto dia da doenca na fase aguda e sua especificidade é limitada
pela possibilidade do surgimento de reacdes cruzadas com outros virus, como ONNV e MAYV
ja relatadas na literatura, tanto para o protocolo in house quanto para os kits comerciais
(BLACKSELL et al., 2011).

A imunoglobulina 1gG é tambem utilizada no diagndstico sorolégico do CHIKYV,
através do ensaio de captura de anticorpos IgG (IgG-ELISA) que diferentemente do MAC-
ELISA, utiliza-se unicamente de amostras de soro, porém de ambas as fases, aguda e
convalescenca, o que dificulta e reduz, consequentemente, a sua aplica¢ao na rotina laboratorial
(BRASIL, 2014; JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016). Além disso, a imunoglobulina
IgG ndo € detectada nos cinco primeiros dias de inicio da doenca, apenas tardiamente, com
niveis que permanecem mensuraveis por muito tempo e apresenta, no geral, especificidade
reduzida em comparacdo ao IgM, no diagndstico de arboviroses (JOHNSON et al., 2000;
WESTAWAY; DELLA-PORTA; REEDMAN, 1974). Em um estudo avaliando a performance
do IgG-ELISA para o diagnostico do CHIKYV, foi relatada uma sensibilidade de 45% e
especificidade de 53% do ensaio, frente a amostras de soros dos individuos testados
(MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). Assim, no diagndstico sorolégico do CHIKYV, o ensaio do
MAC-ELISA prevalece em relacdo a aplicabilidade e a performance em comparacao ao 1gG-
ELISA (BRASIL, 2014).
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2.10.2 Viroldgico

No inicio da infeccdo, nos primeiros oito dias, recomenda-se a realizacdo do diagndstico
viroldgico, pelos métodos de isolamento viral e deteccdo molecular, devido a presenca do virus
na circulacdo sanguinea (viremia) de forma significativa, possibilitando a deteccdo e
identificacdo viral nos individuos infectados (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

2.10.2.1 ISOLAMENTO VIRAL

O isolamento viral pode ser conduzido em amostras de soro de fase aguda e em
mosquitos coletados no campo, na pesquisa clinica, seguido pela inoculagdo intracerebral em
animais, como camundongos, ou em linhagens celulares susceptiveis ao virus, como as de
mamiferos, HeLa, BHK-21 e Vero, e a linhagem de mosquitos C6/36 (SHAH; GIBBS;
BANERJEE, 1964). Encontram-se disponiveis diversas técnicas de isolamento viral, porem a
mais utilizada é a inoculagéo de soro de um individuo virémico em culturas de células C6/36
(originarias da espécie de mosquitos, Aedes albopictus), seguida pela identificacdo do virus em
reacOes de imunofluorescéncia indireta (IFI), empregando-se anticorpos especificos, ou por
transcricdo reversa de parte do genoma viral, seguido de reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR), aplicando-se o sobrenadante de cultura de células (BRASIL, 2014). Apesar da alta
especificidade, 100%, conferida ao isolamento viral e de ser considerado padrdo ouro no
diagnostico do CHIKYV, a sua sensibilidade varia, e na pratica de acordo com o tipo de linhagem
celular a sensibilidade descrita é de apenas 40.5% (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).

A interpretacdo do diagnostico pelo isolamento viral baseia-se na visualizacdo do efeito
citopético (CPE), que pode ser compreendido por alteracbes morfoldgicas celulares, produzido
pelo virus entre a primeira e segunda semana, seguido de um novo isolamento positivo, o que
confere uma desvantagem no tempo de processamento da técnica. Além da necessidade da
instalacdo de um laboratério com nivel trés de biosseguranca (BSL-3) devido ao risco de
transmissdo pela manipulacdo do virus (DASH; MOHANTY; PADHI, 2011). Outras
implicacdes também sdo evidenciadas no isolamento viral, como a restricdo no tempo de coleta
(deve ser realizada de forma rapida em individuos infectados de fase aguda) e a qualidade na
obtencdo e transporte das amostras de soros a serem testadas, tornando o isolamento viral um
método de diagnostico de baixa aplica¢do na rotina laboratorial para o diagnostico de CHIKV
(BRASIL, 2014; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).
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2.10.2.2 DETECCAO MOLECULAR

O diagndstico molecular, também conhecido como deteccdo molecular, em comparacéao
ao isolamento viral, oferece as vantagens de um diagndstico mais rapido, sensivel e efetivo
(MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). A deteccdo molecular, portanto, mostra-se ideal para o uso
em laboratorios de analises clinicas, a partir da captura de sequéncias especificas do genoma do
virus em poucos dias do inicio dos sintomas, nos individuos infectados (JACOBSEN et al.,
2016). Trés métodos podem ser empregados para deteccdo molecular do virus Chikungunya:
RT-PCR, RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) e RT-LAMP (do inglés, Isothermal amplification
methods). De maneira geral, a extragdo do RNA viral, sequida da amplificacdo, deteccdo e
caracterizacdo de sequéncias virus especificas, resultam nos passos aplicados nessas trés
técnicas moleculares (DASH; MOHANTY; PADHI, 2011; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).
A técnica mais utilizada na rotina laboratorial do diagndstico molecular de CHIKV, é a RT-
gPCR que apresenta como alvo inicial o RNA e sua deteccdo é de forma guantitativa e em
tempo real (BRASIL, 2014; WONG; MEDRANO, 2005).

A RT-gPCR pode ser feita através de varios protocolos, em amostras de soro ou sangue,
apresentando as vantagens do diagnostico rapido, sensivel e precoce (identificando a fase aguda
da infeccéo, onde a viremia esté significativa) (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015; PONGSIRI
et al., 2012). Diversos protocolos para o diagnostico molecular do CHIKV foram publicados
(AGARWAL et al., 2013; CECILIA et al., 2015; CHIAM et al., 2013; LU et al., 2012; TELLES
et al., 2009). Entretanto, ao comparar a performance das técnicas e a aplicabilidade na rotina de
diagnostico, ndo foram satisfatorias, sendo alguns deles aqui descritos. Em um ensaio utilizando
a tecnologia de Amplificacdo baseada em sequéncias de &cidos nucleicos (do inglés, Nucleic
acid sequence-based amplification, NASBA), apesar da especificidade relatada de 100%, a
sensibilidade para o diagnostico do CHIKYV foi menor, 200 copias por reagdo, com um sistema
complexo que apresenta limitaces na possibilidade de contaminagdes por ribonucleases
(RNase) (LAURI; MARIANI, 2009; TELLES et al., 2009). Um outro ensaio utilizando a
metodologia do RT-LAMP para deteccdo de CHIKV e DENV apresentou aplicabilidade
reduzida pela necessidade de etapas adicionais para a obtencdo do resultado, como a avaliacéo
do grau de turbidez da amostra e eletroforese em gel de agarose (LU et al., 2012). Ja em um
ensaio multiplex de RT-gPCR para DENV e CHIKV, a sensibilidade foi menor, com variac6es
de 1 a 50 PFU (unidade formadora de placa) (CECILIA et al., 2015). Entretanto, o ensaio
desenvolvido e ja utilizado pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC) e demais

centros de saude no Brasil, como o Lacen PE, baseado no sistema TagMan® de detecgéo,
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apresentou alta sensibilidade de <1 PFU e especificidade de 100% para a deteccdo do CHIKV,
principalmente durante a fase de infec¢do aguda. O conjunto de primers e sonda desenvolvidos
pelo ensaio, (com base na cepa CHIKV prototype strain S27 GenBank: AF369024.2)
apresentou uma sensibilidade de 0,9 e nenhuma reagéo cruzada foi observada (LANCIOTTI et
al., 2007; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2011).

2.10.2.2.1 RT-gPCR

A RT-gPCR para o diagndstico do CHIKV necessita de uma etapa inicial (transcri¢éo
reversa de parte do genoma viral), que pode ser em Unica etapa ou em duas etapas, a partir da
enzima transcpritase reversa, resultando na producdo de um DNA complementar ao RNA
(cDNA), utilizado entdo, como alvo para a PCR, onde a amplificagdo do produto sera
monitorada em tempo real nos diversos ciclos (Figura 11) (BUSTIN, 2000; GULLETT;
NOLTE, 2015). O sistema de deteccdo dessa técnica baseia-se na emissdo de um sinal
fluorescente durante a amplificagdo do produto de DNA a cada ciclo, em decorréncia da acédo
de fluoréforos, moléculas que apresentam a capacidade de absorver e emitir luz quando
excitadas (WILLIAMS et al., 1996).

Figura 11 — Etapas de um ensaio de RT-qPCR.
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Fonte: Adaptado de Bustin (2000).

Ha dois tipos de sistemas de deteccdo amplamente utilizados na PCR em tempo real, o
SYBR Green (corante que emite fluorescéncia ao se ligar a qualquer DNA dupla fita, dSDNA)
e 0 TagMan®, este mais especifico por se tratar de uma sonda (do inglés, reporter probe) que
se anela especificamente a sequéncia alvo de DNA (NAVARRO et al., 2015; RODRIGUEZ et

al., 2015). Para o seu funcionamento, a sonda TagMan®, que é formada pelo reporter
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(fluoroforo) e o quencher (molécula que absorve a fluorescéncia emitida pelo reporter), utiliza-
se da funcdo exonuclease 5'-3' da enzima Tag DNA polimerase. Assim, logo ap6s o anelamento
da sonda ao alvo, ha uma hidrélise pela enzima (durante a fase de extensdo na PCR),
promovendo a separacdo do quencher do reporter e emisséo de sua fluorescéncia (Figura 12)
(WILLIAMS et al., 1996; WONG; MEDRANO, 2005). Quando essa fluorescéncia emitida na
reacdo ultrapassa um limiar especifico de fluorescéncia do sistema, um ponto é gerado, sendo
conhecido por Cycle Threshold (Ci), que corresponde ao numero de ciclos no qual a
amplificacdo da sequéncia alvo de DNA foi detectada (KUBISTA et al., 2006). O Ctapresenta
uma relacdo inversamente proporcional a quantidade de produto amplificado, no qual quanto
mais rapido o limiar for ultrapassado, pela emissdo do sinal fluorescente, menor sera o valor do
C: e maior a quantidade do alvo presente na reacdo, 0 que permite, portanto, sua quantificacao
em tempo real através de dilui¢Ges seriadas do alvo (curva padréo) (Figura 13) (GULLETT;
NOLTE, 2015).

Figura 12 — Mecanismo de funcionamento do sistema TagMan®.

Reporter Quencher
TaqMan
PCR primer robe
%
@ PCR primer
Polimerizaciao (Taqg DNA polimerase)

Fluorescéncia ﬁ
\ P Clivagem
L& & —
Resultado
Fluorescéncia
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N
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Fonte: Adaptado de Botes, Kwaadsteniet e Cloete (2013).

Nota: O funcionamento da sonda TagMan® é baseado na funcdo exonuclease 5'-3' da
enzima Taq DNA polimerase. Durante a fase de extensdo da PCR, a enzima realiza a
polimerizagdo e hidrolisa a sonda anelada a sequéncia alvo. Essa clivagem, gera a separacdo
do fluoréforo (reporter) do quencher, resultando na emisséao de sua fluorescéncia indicando
que o produto da PCR foi formado.
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Figura 13 — Gréfico de amplificagdo da PCR em tempo real.
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Fonte: Adaptado de Cox, Doudna e O'donnell (2012).

Nota: O grafico ilustra a amplificacdo (Fase exponencial) de um alvo na PCR em
tempo real, em amostras com concentracdes variadas (Amostra 1, 2 e 3), até
atingirem a fase plat6. Quando a fluorescéncia emitida ultrapassa o limiar do
sistema, o C; é gerado. Cycle Threshold (C;) corresponde ao nimero de ciclos no
qual a amplificacdo da sequéncia alvo de DNA foi detectada. Quando o alvo esta
mais concentrado (Amostra 1) sua amplificacdo atinge o limiar do sistema
precocemente e um C; menor é entdo gerado.

41

A PCR em tempo real apresenta diversas vantagens como a elevada sensibilidade na

deteccdo do alvo e a auséncia de etapas posteriores a reacdo para visualizacdo do resultado,

(como a eletroforese em gel de agarose no caso da PCR convencional) otimizando e reduzindo

assim, o risco de contaminacdo do ensaio. Além da possibilidade de ensaios multiplex (mais de

um alvo na mesma reacdo), tempo de processamento reduzido e a capacidade de analisar

simultaneamente um namero maior de amostras (HEID et al.,1996; KLEIN, 2002).

Uma diferenca crucial entre a PCR convencional e em tempo real esta justamente na

capacidade de detectar e quantificar o alvo durante a fase exponencial de amplificacdo

(WILLIAMS et al., 1996). Uma das aplicac6es da PCR em tempo real no diagnostico e pesquisa

clinica de virus esta na construcdo de uma curva padrdo utilizando concentra¢es conhecidas

do RNA viral, que seré aplicada como método comparativo para a quantificacdo absoluta de
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amostras de RNA (Figura 13) (FRONHOFFS et al., 2002; KLEIN, 2002). Assim, a
determinacdo da carga viral utilizando uma curva padrdo, permite além da possibilidade de uso
no diagnostico e progndstico de doencas, 0 seu uso no monitoramento terapéutico ou preventivo
dos individuos acometidos (GULLETT; NOLTE, 2015).

A curva padrdo fornece parametros importantes (efficiency, slope e r?) que analisam o
desempenho e a correlacdo dos pontos da curva, permitindo também avaliar o limite de deteccdo
(do inglés, Limit of detection, LOD) de um ensaio (BUSTIN et al., 2009). O parametro
efficiency (eficiéncia) estd relacionado a duplicagdo do alvo durante cada ciclo da fase
exponencial da PCR em tempo real. Em um ensaio, uma eficiéncia de 100% corresponde a um
slope (inclinacdo da curva) de -3.32. Na pratica, o slope representa a diferenca entre valores de
C: em uma curva, sendo o valor de -3.32 a diferenca entre C; ideal, calculada com base na
formula (E) = 10 %/slope — 1 (BURNS et al., 2005; BURNS; VALDIVIA; HARRIS, 2004).
Assim, para a obtencdo de resultados reprodutiveis e acurados, espera-se que as reagdes
apresentem uma eficiéncia mais proxima de 100% possivel. Uma eficiéncia entre 90% e 110%
que equivale a um slope variando entre -3.58 a -3.10, j& pode ser considerado um parametro
adequado para uma boa reacdo de PCR em tempo real (BIO-RAD LABORATORIES, 2006;
WONG; MEDRANO, 2005). Em uma curva padréo, o r? (coeficiente de correlagdo) avalia a
correlacdo entre os pontos e a linearidade da curva, assumindo-se o valor de 1,0 como ideal na
reacdo (Figura 14) (BUSTIN et al., 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0890850802904056
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Figura 14 — Representacdo esquematica da curva padrdo em um ensaio de PCR
em tempo Real.
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Fonte: Adaptado de Bio-Rad Laboratories (2006).

Nota: Quantificacdo de duas amostras (A e B) através da curva padrdo com diluicGes
seriadas de fator 10 do alvo. A equacédo de regressao linear (y = -3.50x + 37.20) acima é
utilizada como base para determinar a quantidade do alvo nas amostras no sistema. O r?é
o coeficiente de correlacdo e avalia a correlacdo entre os pontos e a linearidade da curva.

Além da ampla funcionalidade da curva padrédo no ensaio, a inser¢do de um controle
enddgeno € tambem de extrema importancia, principalmente na implementacdo de um
diagnostico, uma vez que poderd assegurar a qualidade do mesmo, evitando a ocorréncia de
resultados falso negativos promovidos por inibidores (internos ou externos a reacao), por
exemplo (BURD, 2010). Essa inibicdo pode decorrer de alteracGes na concentracdo iénica ou
viscosidade, alteracGes do pH, ou até mesmo pela inibicdo direta da enzima Tag polimerase
(BURD, 2010; WILLIAMS et al., 1996). Frequentemente, utiliza-se genes constitutivos (do
inglés, genes housekeeping) dos hospedeiros como controles enddgenos do ensaio, por estarem
presente naturalmente nas amostras, e assim, sua deteccdo no diagndstico juntamente com o
alvo principal (do patdgeno em questdo), permite garantir também que a coleta e a extracdo da
amostra foram bem-sucedidas (FUKASAWA et al., 2010; WONG; MEDRANO, 2005).

O controle enddgeno deve amplificar com a mesma eficiéncia que o alvo principal do
ensaio (WILLIAMS et al., 1996). Um controle enddgeno ja utilizado em ensaios de deteccdo
de virus é a ribonucleoproteina P, também conhecida por RNase P humana (RNP). Trata-se de
uma ribonuclease nuclear, enzima composta por varias subunidades proteicas, com funcées no
processamento do RNA transportador (tRNA) e na transcricdo de pequenos genes nao
codificantes de RNA (tRNA, rRNA) (CUI et al., 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
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SAUDE, 2009; REINER et al., 2006). Logo, atua também como um gene constitutivo por estar
presente em todas as células e compartimentos celulares que sintetizam tRNA (FUKASAWA
et al., 2010; JARROUS, 2002).

Nesse contexto, o presente trabalho se insere com a finalidade de aperfeigoar o
diagnostico molecular do CHIKYV, desenvolvendo um ensaio de RT-gqPCR que permita além da
deteccdo, a quantificacdo do virus, através da introducdo do controle positivo (transcrito de
RNA) e do controle enddgeno da RNP, com base no protocolo elaborado pelo CDC. Esta
metodologia podera ser aplicada na rotina de diagndstico, auxiliando no manejo clinico dos
casos de infecdo pelo CHIKV e também em pesquisas acerca do virus.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil por ser considerado alvo de surtos epidémicos de febre Chikungunya, deve se
engajar e apresentar medidas de controle e prevencdo da doenga para um manejo clinico
apropriado. Atualmente, sdo poucos os laboratérios de pesquisas que disponibilizam o
diagndstico do CHIKV para a populagdo em geral, como o Instituto Evandro Chagas do
Ministério da Salde, localizado no Pard, Unico centro de referéncia do pais. Para a deteccdo da
infeccdo aguda, a estratégia mais eficiente é a detec¢do do virus por RT-gPCR, um método de
diagnostico rapido, precoce e extremamente sensivel, principalmente na detec¢do de novos
casos.

Assim, o presente estudo visa otimizar e implementar em nosso laborat6rio um sistema
de RT-gPCR para a deteccdo e quantificacdo do CHIKV com base no protocolo desenvolvido
pelo CDC. A insercdo de tal método é imprescindivel para 0 mapeamento de possiveis areas
endémicas, evitando assim o avanco dessa virose no pais. A realizacdo desta metodologia
dentro do Instituto Aggeu Magalhédes (IAM/FIOCRUZ PE) e de extrema utilidade publica, uma
vez que podera ser acionado para a triagem de individuos infectados pelo CHIKV. A proposta
cientifica aqui apresentada objetiva, ainda, colaborar com o Ministério da Sadde no diagndstico

do virus, atraves do auxilio ao Lacen PE, no caso de novos surtos epidémicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo e desenvolvimento da RT-gPCR para deteccdo do virus Chikungunya
(CHIKV), com base no protocolo estabelecido pelo Centro de Controle e Prevencéo de Doengas
(CDC, EUA).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o sistema de RT-gPCR para deteccdo e quantificagdo do CHIKYV,
analisando o limite de deteccdo através de uma curva padréo;

b) Otimizar a RT-gPCR para deteccédo do controle enddgeno (RNase P humana);

c) Avaliar o desempenho da RT-gPCR frente a amostras de soro;

d) Correlacionar a carga viral com os dados referente a idade, sexo e IgM da
populacdo estudada;

e) Estabelecer um sistema multiplex para a detec¢do simultdnea do CHIKV e do

controle enddgeno (RNase P humana) em amostras de soro.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

A populagdo alvo definida para o estudo é composta por individuos residentes em areas
endémicas do estado de Pernambuco, diagnosticados para 0 CHIKV no Lacen PE, através do
sistema de RT-gPCR estabelecido pelo CDC. Para o desenvolvimento do estudo, o
processamento e as analises moleculares das amostras da populacdo alvo foram realizados no
Laboratdrio de Virologia, Departamento de Virologia (Lavite) do IAM.

Trata-se de um estudo envolvendo a otimizacdo e avaliacdo da sensibilidade da RT-
gPCR para a detecgéo e quantificacdo do CHIKV. Para a selecdo das amostras do estudo, foi
realizada uma triagem a partir dos registros clinicos arquivados no Lacen PE. Foram
selecionadas amostras de soro de individuos com menos de oito dias de sintomas
(correspondendo a fase aguda de infeccao), sem restricdo de idade e sexo (critério de incluséo).
Foram excluidas amostras que ndo se enquadravam no critério de inclusdo, assim como

amostras consideradas insuficientes para as analises.

5.2 CALCULO AMOSTRAL

Baseado em uma taxa de incidéncia da Febre Chikungunya de 89%, com nivel de
confianca de 95%, e utilizando a populacdo de Pernambuco como base, o tamanho da amostra
estimado foi de 151 pacientes calculado através do programa OpenEpi (versao 3.03), utilizado
para estatisticas epidemiologicas (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016; DEAN;
SULLIVAN; SOE, 2013; HAJIAN-TILAKI, 2014).

5.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
Foram selecionadas amostras de soro de individuos com menos de oito dias de sintomas

(correspondendo a fase aguda de infec¢do), registradas no Lacen PE, no primeiro semestre de
2016 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).
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5.4 ALVO MOLECULAR

O alvo molecular utilizado foi a sequéncia génica de tamanho 126 pares de base (pb).
Este alvo corresponde a regido conservada do genoma viral, presente nos genotipos do CHIKYV,
que codifica as proteinas virais ndo estruturais (nsP1-4) (CHIKV prototype strain S27-
GenBank: AF369024.2) (Figura 15) (LANCIOTTI et al., 2007).

Figura 15 — Alvo molecular do CHIKV.

GGTACCGGATCCGACAGAAACATCTCTGGAAAGATCGGGGACTTACAAGCAGTAATGGCCGTGCCAGACACGGA
GACGCCAACATTCTGCTTACACACAGATGTATCATGTAGACAGAGAGCAGACGTCGCGATATACCAAGACGTCTAT
GCTGTACACGCACCCACGTCGCTATACCACCAGGCGATTAAAGGGGTCCGATTGGCGTACTGGGTAGGGTTTGAC
ACAACCCCGTTCATGTACAATGCCATGGCGGGTGCCTACCCCTCATACTCGACAAATTGGGCAGATGAGCAGGTAC
TGAAGGCTAAGAACATAGGATTATGTTCAACAGACCTGACGGAAGGTAGACGAGGCAAATTGTCTATTATGAGAG
GAAAAAAGCTAGAACCGTGCGACCGTGTGCTGTTCTCAGTAGGGTCAACGCTCTACCCGGAAAGCCGTAAGCTA
CTTAAGAGCTGGCACCTACCATCGGTGTTCCATTTAAAGGGCAAACTCAGCTTCACATGCCGCTGTGATACAGTGG
TTTCGTGTGAAGGCTACGTCGTTAAGAGAATAACGATGAGCCCAGGCCTTTACGGAAAAACCACAGGGTATGCGG
TAACCCACCACGCAGACGGATTCCTGATGTGCAAGACCACCGACACGGTTGACGGCGAAAGAGTGTCATTCTCG
GTGTGCACGTACGTGCCGGCGACCATTTGTGATCAAAAGGAAGTGCCAATGGATAGGTTCACAGTAGACATGAAA
AGGGATGTGAAGGTGACTCCTGGTACAAAGCACACAGAGGAAAGACCTAAGGTACAGGTTATACAGGCGGCTGA
ACCCTTGGCAACAGCATACCTATGTGGGATTCACAGAGAGCTGGTTAGGAGGCTGAACGCCGTCCTCCTACCCAA
TGTACATACACTATTTGACATGTCTGCCGAGGATTTCGATGCCATCATAGCCGCACACTTTAAGCCAGGAGACACT
GTTTTAGAAACGGACATAGCCTCCTTTGATAAGAGCCAAGATGATTCACTTGCGCTTACTGCTTTAATGCTGTTAGA
GGATTTAGGGGTGGATCACTCCCTGTTGGACTTGATAGAGGCTGCTTTCGGAGAGATTTCCAGCTGTCATCTAC
CGACAGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCGCCATGATGAAATCTEGIATGTICCTARCTCTGTICGTOAACACACT
GCTAAATATCACCATCGCCAGCCGAGTGCTGGAAGATCGTCTGACAAAATCCGCGTGCGCAGCCTTCATCGGCGA
CGACAACATAATACATGGAGTCGTCTCCGATGAATTGATGGCAGCCAGATGCGCCACTTGGATGAACATGGAAGT
GAAGATCATAGATGCAGTTGTATCCCAGAAAGCCCCTTACTTTTGTGGAGGGTTTTCTAGAAAGCTT

Tamanho: 1416 pb

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: As sequéncias em destaque nas cores verde e roxo correspondem aos primers, e em amarelo,
a sonda.

Nota: O primers amplificam a sequéncia de 126pb (alvo molecular) destacada em negrito na figura, e
foram utilizados tanto na clonagem quanto na reacdo de RT-gPCR (juntamente com a sonda) descritas
a seguir em nosso trabalho.

5.5 CLONAGEM GENICA DO ALVO MOLECULAR

A estratégia utilizada para a clonagem foi a de amplificar inicialmente a regido de
interesse (alvo molecular) (Figura 15) em uma reacdo de PCR simples, usando os primers de
maior sensibilidade desenhados por Lanciotti et al. (2007) (Quadro 2). O gene sintético
desenvolvido pela equipe para obtencdo do alvo molecular foi enviado pela empresa Integrated

DNA Technologies (IDT, EUA), liofilizado, para conservagdo do produto biolégico. Em
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seguida, foi entdo ressuspendido em nosso laboratorio em tampdo TE (tampéo Tris — HCL-
EDTA), para atingir a concentracdo final de 10ng/pl conforme indicacdo do fabricante, antes
de dar seguimento a clonagem do alvo molecular. Com o objetivo de concentrar o gene sintético
foram realizadas trés reacdes de PCR com volume final de 50ul, utilizando o GoTag® Green
Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) que facilita a PCR e minimiza o tempo de
processamento, por conter em Unico tubo todos os reagentes da PCR (a excecao dos primers) e
um corante para analise direta na eletroforese em gel de agarose. Assim na reagdo, foram
adicionados 25ul do Master Mix, 0,5ul de cada primer a 50uM de concentragdo, 0,5ul do gene
sintético e o restante de agua ultrapura (Milli-Q®). Utilizando um termociclador, as reagdes de
PCR foram conduzidas da seguinte forma: uma desnaturacgéo inicial a temperatura de 94°C por
5min, seguida de 35 ciclos (94°C — 30s; 52°C — 30s; 72°C — 30s) e uma extensao final de 72°C
por 5min. Os fragmentos de 126 pb foram visualizados em eletroforese e purificados usando o
[llustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare Life Sciences), conforme indicagdes do
fabricante. A segunda etapa do processo de clonagem, foi caracterizada pela ligacdo do alvo
molecular purificado ao vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega, Madison, Wisconsin,
EUA) (Figura 16) seguindo as instrucdes do fabricante, nas propor¢des 1:3 e 1:8 de vetor:

inserto.



REGO, T. M. Avaliag&o e Desenvolvimento da RT-PCR em tempo real... 50

Figura 16 — Vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega).
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Fonte: Adaptado de Promega (2015).

Legenda: Em destaque o gene de resisténcia a ampicilina (Amp ") e o gene LacZ, necessarios na
verificacdo do sucesso da clonagem.

Nota: Os sitios de clonagem estdo localizados préximos ao gene LacZ, delimitados pelas

sequéncias promotoras com os sitios de iniciacdo das enzimas RNA polimerase T7 e SP6, que
atuam na transcricéo in vitro.

A terceira etapa da clonagem foi a de transformacéo bacteriana por eletroporacgéo, que
tem por finalidade amplificar o DNA plasmidial (ligacdo) na forma de varias copias, aplicando-
se uma alta voltagem (choque elétrico). Esse choque promove a formacdo de poros nas
membranas celulares bacterianas e assim, a entrada do DNA na célula (SOLIOZ; BIENZ,
1990). Para isto, utilizou-se 2ul de cada ligacdo em 50ul de células bacterianas do tipo
eletrocompetentes, produzidas em todo laboratorio. As misturas foram entdo submetidas ao
processo de eletroporacdo nas seguintes condic@es: 5 pulsos de 2000V (voltagem) e duracéo de
0,99s. Com o objetivo de recuperar e promover o crescimento das bactérias transformadas, foi
adicionado 950ul de SOC (meio de cultura bacteriano enriquecido) para cada transformacéo,
sendo deixadas por 1 hora em um agitador (velocidade: 2.000rpm a 37°C), sob constante
movimentacdo. Posteriormente, 50ul das transformacgdes foram plagueadas em um meio

seletivo do tipo LB/Amp (meio de cultura bacteriano Luria-Bertani broth, acrescido do
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antibidtico ampicilina), no qual as substancias indicadoras IPTG e X-GAL foram também
adicionadas as placas nas quantidades de 10ul e 20ul, respectivamente. As placas foram
deixadas de um dia para o outro (O.N — overnight) em uma estufa a 37°C.

O plagueamento em meio seletivo permite o isolamento das coldnias bacterianas
contendo os clones de interesse, no caso, o vetor de clonagem utilizado contém um gene de
resisténcia a ampicilina e o gene LacZ (Figura 16). Este, quando interrompido no processo de
clonagem, nao codifica sua enzima e por tanto ndo ha o consumo do X-GAL, evidenciando que
o0 inserto foi inserido ao vetor, na forma de colonias bacterianas brancas (colonias azuis sdo
produzidas quando o gene LacZ ndo € interrompido). No dia seguinte ao experimento, uma
grande quantidade de coldnias brancas em comparagdo as azuis foram visualizadas na placa
contendo a ligacéo 1:8, o que possibilitou a triagem dos clones de interesse. Dez clones foram
selecionados e confirmados por PCR de colbnia, com reacdes de volume final de 25ul,
utilizando o GoTag® Green Master Mix. Nas reacdes de PCR foram empregados 0s mesmos
primers utilizados na clonagem, nas mesmas condicdes retratadas anteriormente, a exce¢édo do
aumento no tempo de desnaturacdo inicial para 10min, com a finalidade de lisar mais
eficientemente as colonias.

Por fim, as coldnias confirmadas na PCR foram repicadas em uma nova placa, mantida
na estufaa 37°C - O.N, e em seguida, colocadas em meio LB/Amp, O.N, seguindo as indicagcdes
do fabricante (QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagem), com a finalidade de extrair o DNA
plasmidial de cada clone. As minipreparacfes contendo o DNA plasmidial foram entdo
quantificadas através de um espectrofotdmetro e sequenciadas pela plataforma da instituicéo

(IAM) com o objetivo de confirmar de uma forma mais segura as clonagens.

5.6 TRANSCRICAO IN VITRO

A transcricdo in vitro, sintese de RNA a partir do DNA, foi realizada utilizando as
minipreparagdes, com objetivo de produzir os transcritos para serem utilizados como controles
positivos no diagnostico do CHIKV. O protocolo de transcricdo segue trés etapas principais:
linearizacdo do plasmideo, transcricdo in vitro e eluicdo. As minipreparacGes obtidas na
clonagem (item 5.5) foram linearizadas por digestdo enzimatica pela enzima Sacll, com base
no programa ApE A plasmid Editor. Para cada digestdo de volume final 50ul, foram utilizados:
9ul da minepreparacdo, 1ul da enzima e 5ul do buffer CutSmart (tampdo enzimatico),
completando com agua Milli-Q®. Em seguida, foi realizada uma eletroforese das digestdes,

com objetivo de purificar as bandas obtidas, através do kit illustra plasmidPrep Mini Spin Kit
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(GE Healthcare Life Sciences). As transcri¢cdes in vitro foram entdo conduzidas segundo
indicagdes do kit MEGAscript® SP6 Transcription Kit (Ambion, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, Califérnia) e sob algumas adaptaces ja padronizadas pela equipe com
objetivo de melhorar a eficiéncia da transcricdo, como aumento no volume do DNA purificado
e 0 aumento do tempo de incubacdo. Duas transcrices foram realizadas para cada clone,
volume final de 20pul cada, e incubadas em um banho seco a 37°C — 6h. Foram adicionados por
reacdo: 8ul do DNA purificado, 2 pl do tampdo 10x Sp6 do kit, 2 pl de cada rNTPs (ATP,
GTP, CTP e UTP) e 2 ul da enzima Sp6, sem a presenca de agua, para concentrar o RNA.

Os transcritos do alvo viral produzidos foram tratados com a enzima TURBO™ DNase
(Ambion, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Califérnia) (5ul por reagdo: 37°C — 30min
no banho seco), utilizada para evitar possiveis contaminacdes por DNA. Por fim, os transcritos
foram precipitados em etanol, ressuspendidos e eluidos utilizando 30ul de 4gua Milli-Q® com
4ul da enzima RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Life
Technologies Corporation, Carlsbad, Califérnia), que tem por finalidade impedir a degradagéo
do RNA. Aliquotas de 6l dos transcritos foram armazenadas no freezer a - 80°C. Os transcritos
foram visualizados por uma eletroforese conduzida em uma cuba refrigerada com adicdo da
substancia dietilpirocarbonato (DEPC), para inativacdo de agentes degradantes de RNA

(RNases), ao tampéo de eletroforese.

5.7 CURVA PADRAO

Os transcritos foram submetidos a uma diluicdo seriada para geracdo de uma curva
padrdo, e assim estabelecer o LOD do sistema de RT-qPCR. A curva padrdo funciona também
como controle positivo da reacdo e possibilitou a quantificacdo das amostras biologicas
(BRASIL, 2014). O desenvolvimento da curva baseou-se inicialmente na quantificacdo dos
transcritos (X) em um espectrofotdémetro (NanoDrop Technologies), para a obtencao do nimero
de cdpias de moléculas de RNA pela formula: (X g/ul RNA/[comprimento do transcrito em
nucleotideos x 340]) x 6.022 x 1023=ssRNA/ul ou cépias/pl (SEKARAN et al., 2010; WANG
et al., 2016). A curva padréo foi entdo realizada com dilui¢@es seriadas de fator 10 utilizando-
se 5ul do transcrito em 45pl de 4gua nuclease-free, com diluigdes variando 108 a 10* copias/pl,
com objetivo de avaliar a sensibilidade da RT-gPCR, assim como, permitir a quantificacao das
amostras no diagnostico. Essas diluicGes foram aplicadas na reacdo (5ul de cada) em ensaios

duplicata e os parametros das curvas (eficiéncia, slope e r?) foram também analisados.
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A curva padrdo também foi construida com a finalidade de avaliar a sensibilidade do
sistema em amostras de soro, através de diluigcdes seriadas de fator 10 do transcrito. Para isso
utilizou-se 20l do transcrito em 180pl de soro negativo para infecgéo pelo CHIKV, simulando
uma amostra infectada, com base na metodologia descrita por Laurent et al. (2007). Em seguida
essas amostras foram extraidas utilizando o kit QlAamp® Viral RNA (QIAGEN Sample and

Assay Technologies) e aplicadas na reacdo de RT-gPCR em um ensaio duplicata.

5.8 EXTRACAO DO RNA VIRAL

O kit QlAamp® Viral RNA (QIAGEN Sample and Assay Technologies) foi utilizado
na extragdo do RNA viral das amostras de soro do estudo. Resumidamente, 140ul de cada
amostra foi empregado para extracdo do RNA viral segundo instruc6es do fabricante. O RNA
obtido foi posteriormente eluido em um volume final de 60pl e estocado em freezer -80°C para
realizagdo da RT-qPCR.

5.9 OTIMIZACAO DO ENSAIO PARA DETECCAO DA RNP

Um controle endégeno (controle interno positivo) para deteccdo da RNase P humana
(RNP) foi adicionado com objetivo de garantir uma maior qualidade ao diagnostico, avaliando
a integridade (grau de degradacdo do material genético) da amostra. Um ensaio unico (primers
e sonda em formato Unico tubo) foi otimizado para sua detecgdo em amostras de soro do estudo,
utilizando as seguintes sequéncias apresentadas no Quadro 1 (GenBank: NM_006413.4) (CUI
et al., 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009). A sonda utilizada foi do tipo
TagMan com fluoréforo “CY5” e Quencher “3IAbRQSp”, permitindo a deteccdo e o
monitoramento em tempo real dos produtos da reacao.

A otimizacdo refletiu a escolha da concentracdo 6tima do conjunto (do inglés, set) no
ensaio RNP. Assim, utilizando 1,5 pl do respectivo set e sob as mesmas condi¢cdes do ensaio
CHIKYV descrito anteriormente (item 5.9), as concentracGes a seguir do set foram avaliadas:
500nM (primers) com 250nM (sonda), 250nM (primers) com 125nM (sonda) e por fim,
5000nM (primers) com 2500nM de sonda, o que equivale a 5uM e 2,5uM, respectivamente.
Para as reacOes foi também utilizado o kit GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR (Promega,
Madison, Wisconsin, EUA). Controles negativos foram empregados e os experimentos foram

realizados em duplicata. Como critério de positividade, amostras com C; < 38 foram
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consideradas positivas com base no ensaio para deteccdo da RNP descrito pelo CDC
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009).

Quadro 1 — Conjunto de primers e sonda para deteccdo da RNP (CUI et al., 2016).

Nome/ Posicao Sequéncia (5°- 3°)

RNP Primer Forward (50-68) AGATTT GGA CCT GCG AGC G

GAG CGG CTG TCT CCACAAGT
RNP Primer Reverse (71-93)

5’-5Cy5-TTC TGA CCT GAA GGC TCT
RNP Sonda TagMan (95-114) GCG CG-31AbRQSp-3’

Fonte: Elaborado pela autora.

5.10 CONDICOES DA RT-gPCR

Cada uma das amostras do estudo teve sua positividade confirmada ou ndo, para a
infeccdo viral, através da técnica de RT-gPCR. Os primers utilizados foram: CHIKV Forward
e CHIKV Reverse que amplificam uma sequéncia especifica do genoma viral de 126 pb (alvo
molecular), descrita previamente (Figura 15). A sonda (CHIKV Probe) utilizada foi do tipo
TagMan® com fluoréforo FAM e Quencher BHQ1, permitindo a deteccdo e 0 monitoramento
em tempo real dos produtos da reacdo (Quadro 2) (LANCIOTTI et al., 2007). Um corante de
referéncia (CXR) foi adicionado ao sistema com objetivo de normalizar o sinal fluorescente
emitido na reacdo. O protocolo abaixo descrito é executado pelo Lacen PE e segue as
recomendacdes do CDC e da Organizacdo Pan-americana de Saude (PAHO) com algumas
modificacdes realizadas pela equipe em detrimento da utilizacdo de um kit de PCR em tempo
real diferente do proposto (BRASIL, 2014; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2011). Para as reacdes de RT-gPCR foi utilizado o kit GoTaq® Probe 1-Step RT-
gPCR (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Este Kit realiza a confec¢do do cDNA seguida da

gPCR em um unico passo (one step), minimizando etapas experimentais.
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Quadro 2 — Conjunto de primers e sonda para detec¢do do CHIKV (LANCIOTTI et al., 2007).

Nome / Posigao Sequéncia (5°- 3°)
CHIKYV Forward (6856—-6879) TCA CTC CCT GTT GGA CTT GAT AGA
TTG ACG AAC AGAGTT AGG AAC ATA
CHIKYV Reverse (6981-6956) CcC
5’-FAM-AGG TAC GCG CTT CAA GTT
CHIKV Probe (6919-6941) CGG CG-BHQ1-3

Fonte: Elaborado pela autora.

Para cada reagdo de RT-gPCR com volume final de 20ul, foi adicionado 10ul do 2x
GoTaq® Probe qPCR Master Mix, 0,5ul de cada primer na concentracdo de 50uM com 0,5ul
da sonda na concentracdo de 10uM, 0,4ul do 50x GoScript™ RT Mix, completando com agua
nuclease-free, e 5ul da amostra de RNA previamente quantificada por absorcdo a 260nm
(Nanodrop 2000) entre 1pg a 500ng por reacdo. Foi também adicionado ao mix, 2ul do CXR.
As etapas de ciclagem foram 50°C por 30 minutos para realizacdo da transcricéo reversa, 95°C
por 15 minutos para ativacdo da enzima DNA polimerase seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. O resultado das amplificacdes foi monitorado em tempo real
através do termociclador modelo: 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, CA,
USA), e o software ABI PRISM 7500 SDS foi utilizado para a analise e interpretacdo dos
resultados. Controles negativos foram utilizados contendo agua nuclease free no lugar da
amostra e, como controle positivo, uma curva padrdo foi aplicada contendo diluicGes
conhecidas do transcrito de RNA produzido com variacdes de 10°a 10! para quantificacdo das

amostras. Os experimentos foram realizados em duplicata.

5.10.1 Critérios de positividade das amostras bioldgicas na técnica RT-qPCR

Para que fosse estabelecido a positividade das amostras 0s seguintes critérios foram
avaliados:

a) o valor de C;correspondente a amplificacdo do transcrito de RNA da ultima diluicéo

obtida através de curva padrao;

b) obtencédo de duplicatas homogéneas e curvas de amplificacdo de qualidade.
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5.11 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DO SISTEMA MULTIPLEX DE RT-gPCR

O sistema multiplex de RT-gPCR foi desenvolvido com base na combinagéo dos ensaios
individuais de CHIKV e RNP para deteccdo simultanea do RNA viral e do controle end6geno
da RNase P humana, respectivamente (BRASIL, 2014; CUI et al., 2016; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2009; ORGANIZAC}AO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2011).
O teste preliminar do sistema multiplex ocorreu segundo as condi¢cdes de ciclagem
padronizadas para o sistema simples. As concentragdes dos primers e das sondas definidas no
sistema simples foram testadas no sistema multiplex, entretanto, precisaram ser ajustadas para
que o sistema fosse efetivo e reprodutivel.

Inicialmente, para o alvo CHIKV foram testadas as concentracfes de 50 e 100uM de
primer, e 10, 25 e 50uM de sonda, juntamente com a concentracéo fixa do set da RNP definida
na otimizacdo do sistema de RT-qPCR simples, estabelecendo por tanto, as concentracfes
Otimas do set CHIKV a serem empregadas no sistema multiplex. Com a finalidade de melhorar
a performance do sistema multiplex, outras concentracdes do set da RNP foram analisadas.
Assim, em combinagéo ao set CHIKYV ja definido, concentracdes variadas do set da RNP (entre
2,5 e 20 uM) de primers com uma concentracao fixa de 2,5 uM de sonda, e em seguida outro
experimento contendo concentragcfes variadas de sonda (entre 1,25 e 10uM) e concentragédo
fixa de primers (selecionada no experimento anterior), foram testadas para otimizar o multiplex.

O sistema multiplex de RT-qPCR foi avaliado em experimentos preliminares compostos
por amostras sem RNA (CN, controle negativo da reacdo), transcritos de RNA do alvo
molecular (controle positivo para o alvo CHIKV), amostras de soro negativas (controle positivo
para o alvo RNP) e positivas para a infec¢cdo pelo CHIKV (controle positivo da reacéo).

A escolha das concentragbes 6timas de cada reagente para o sistema multiplex foi
determinada seguindo alguns critérios: analise dos valores do C:, qualidade das curvas de

amplificacdo e obtencéo de duplicatas homogéneas.

5.12 ANALISE DOS DADOS

A analise referente a carga viral da populacdo alvo determinada pelo sistema de RT-
gPCR aqui otimizado, foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

A analise preliminar de concordancia entre os resultados obtidos pelo novo sistema

multiplex desenvolvido com os do sistema RT-qPCR simples, foi realizada por meio de
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estatistica descritiva, com distribuicdes absolutas e percentuais e os dados foram comparados
utilizando o teste Exato de Fisher ao nivel de significancia de 1%, utilizando o software
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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6 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisas do
CPgAM/FIOCRUZ (CEP) sob resolucdo CNS de n° 466/12 (CAE: 56203916.5.0000.5190).
Foram utilizadas amostras de soro de individuos com suspeita de infeccdo pelo CHIKV,
oriundas do Lacen PE, via acordo de colaboragéo (termo de anuéncia) com o desenvolvimento
da pesquisa (ANEXO A). As amostras foram disponibilizadas pelo Lacen PE sob sigilo e
anonimato dos envolvidos na pesquisa. Os individuos selecionados no estudo ndo serdo

submetidos a qualquer risco ou desconforto adicional.
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7 RESULTADOS

7.1 ANALISE DEMOGRAFICA DA POPULACAO ALVO

Foram selecionados 151 individuos residentes em areas endémicas do estado de
Pernambuco (populagéo alvo), com suspeita de infecgdo pelo CHIKV e com menos de 8 dias
de sintomas, registrados e diagnosticados no Lacen PE, no primeiro semestre de 2016. A analise
demografica da populacdo alvo revelou um total de 60,3% (n=91) individuos do sexo feminino
e 39,7% (n=60) do sexo masculino e suas idades apresentaram variacdo de 6 dias de nascimento
a 92 anos, com média de 30 anos e maior frequéncia de casos suspeitos na faixa adulta (49,7%)
n=75 (Tabela 1). Da totalidade, a maioria reside em municipios agrupados na Geres |, Geréncias
Regionais de Saude de Pernambuco, com o0 municipio do Recife concentrando o maior nimero

de casos suspeitos, n=34

Tabela 1 — Perfil demografico da populagdo alvo. N=151.

N %
Sexo
Feminino 91 60,3
Masculino 60 39,7
Faixa etaria
Até 0s 11 anos (crianca) 46 30,5
12 aos 18 anos (adolescente) 11 7,2
19 a 59 anos (adulto) 75 49,7
> 60 anos (idoso) 19 12,6

Fonte: Elaborado pela autora.



REGO, T. M. Avaliag&o e Desenvolvimento da RT-PCR em tempo real... 60

7.2 CLONAGEM GENICA DO ALVO MOLECULAR

A clonagem do alvo molecular foi necesséria para a producdo do controle positivo
(transcrito) no diagndstico do CHIKYV, utilizado nesse trabalho. Os clones do alvo molecular
foram confirmados e visualizados por uma PCR de colonia com as respectivas bandas de 126pb,
em uma corrida eletroforética. Pode-se evidenciar a confirmacgédo das clonagens em todas as dez
colonias selecionadas. Os resultados obtidos nas reacdes de PCR podem ser observados na

figura 17.

Figura 17 — Eletroforese em gel de agarose a 2.0% dos clones do alvo molecular. Marcador molecular de
100pb.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Dez colbnias foram selecionadas e confirmadas as clonagens por uma PCR simples, com bandas de
126pb (alvo molecular).

Os clones foram confirmados também por sequenciamento e as analises ocorreram com
auxilio do programa ApE A plasmid Editor e da ferramenta Nucleotide Basic Local Alignment
Search Tool (BLASTN). Na analise do sequenciamento foi possivel assegurar a qualidade do
mesmo, assim como, observar uma identidade e o Query cover (percentual de alinhamento entre

a sequéncia em questdo e as demais do banco de dados) de 100% em todos os clones gerados,
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com a sequéncia do alvo molecular (CHIKV prototype strain S27- GenBank: AF369024.2), a

exemplo do resultado do sequenciamento do clone 01 apresentado a seguir (Figura 18).

Figura 18 — Resultado do sequenciamento do clone 01 com auxilio do programa ApE A plasmid Editor e da
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN).
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Sbjct 6856 TCACTCCCTGTTGGACT ‘GHTHGAGGCTGCTTTCGGHGHGH TCCAGCTGTCAT C 6915
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Sbijct 6916 GACAGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCGCCATCGATGAAAT ATGTTCCTAAC CTGTT 6975
Query 121 ??'ll'$»lulq 126
Sbjct 6976 CGTCAA 6981

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A analise do resultado do sequenciamento revelou a qualidade do mesmo, com uma identidade e o Query
cover (percentual de alinhamento entre a sequéncia em questdo e as demais do banco de dados) de 100%, em
comparacdo a sequéncia do alvo molecular (CHIKV prototype strain S27- GenBank: AF369024.2).

7.3 CURVA PADRAO

A curva padrdo foi construida em um ensaio duplicata de RT-gPCR, através de diluicdes
seriadas de fator 10, variando entre 108 a 10! copias/ul do transcrito produzido. Para cada
diluicdo, apresentada no grafico de amplificacdo (do inglés, Amplification Plot), um C; e sua

correspondéncia em moléculas de RNA foi gerado, como pode-se observar nas figuras 19 e 20.
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Figura 19 — Limite de deteccédo do sistema de RT-qPCR para a deteccdo do CHIKV. Programa 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo

Nota: O LOD do sistema de RT-gPCR para deteccdo do CHIKYV foi determinado através de diluicfes seriadas
de fator 10 do transcrito, nas concentragGes variando entre 3,9 x 108 a 3,9 x 10 cépias/ul. O LOD atingido foi
de 39 copias/ul de maneira reprodutivel, com Ci= 34,04.

A curva padrdo aqui apresentada, que teve por objetivo avaliar o LOD e a sensibilidade
da RT-gPCR, demonstrou uma eficiéncia de 98%, calculada pela formula (E) = 1071/slore _ 1
BUSTIN et al. (2009) no sistema, um slope de -3.366 e r? de 0.991, amplificando até o ultimo
ponto da curva (10%), o que representa em niimero de copias de moléculas de RNA, o total de
39 copias/ul (LOD), e um C; de 34,04 (Figura 20). A curva também funciona como controle

positivo da reacdo e foi aplicada para quantificacdo das amostras testadas.
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Figura 20 — Curva padrdo do sistema de RT-qPCR para detec¢do do CHIKV. Programa 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: LOD: Limite de detecgdo.

Nota: A curva padrdo avaliou a sensibilidade e a performance do sistema de RT-gPCR, que apresentou um
LOD de 39 copias/ul com Cide 34,04, e os seguintes pardmetros: eficiéncia (Eff%) de 98%, slope de -3.366 e
r? de 0.991.

O sistema de RT-gPCR também foi avaliado frente a dilui¢Ges seriadas de fator 10 do
transcrito em uma amostra de soro negativa, simulando amostras bioldgicas infectadas pelo
CHIKV. Nessa analise, o sistema revelou a mesma sensibilidade, amplificando em todos os
pontos da curva do 10%a 10%, com um LOD de 39 cdpias/ul e Ct de 34,12 (Figura 21).
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Figura 21 - Avaliagéo da sensibilidade do sistema de RT-gPCR frente a dilui¢des seriadas de fator 10 do
transcrito em amostra de soro negativa. Programa 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: A sensibilidade do sistema de RT-qPCR foi avaliada através de diluicGes seriadas de fator 10 do
transcrito, nas concentragdes variando entre 3,9 x 108 a 3,9 x 10! copias/ul, em amostra de soro negativa. O
LOD foi de 39 copias/ul com C;de 34,12.

7.4 OTIMIZACAO DO ENSAIO PARA DETECCAO DA RNP

O controle enddgeno da RNP, foi também adicionado ao sistema com objetivo de
garantir uma maior qualidade ao diagnostico, uma vez que é aplicado na verificacdo da
integridade do RNA extraido. A otimizagédo foi baseada em um ensaio Unico (primers e sonda
em unico tubo) com diferentes concentracdes testadas: 250nM, 500nM e 5000nM para 0s
primers, e 125nM, 250nM e 2500nM para as sondas. A concentragdo ideal para o ensaio foi de
5000nM (5uM) de cada primer e 2500nM (2,5uM) da sonda (Figura 22). Como critério de
positividade, amostras com C;< 38 foram consideradas positivas com base no ensaio para
deteccdo da RNP descrito pelo CDC (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009).



REGO, T. M. Avaliag&o e Desenvolvimento da RT-PCR em tempo real... 65

Figura 22 — Otimizacdo do ensaio para deteccdo do controle endégeno da RNP. Programa 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: O ensaio para deteccdo da RNP foi otimizado com primers e sonda na concentragdo ideal de 5uM e
2,5uM, respectivamente, frente a duas amostras do estudo A média do C; (do inglés, C; mean) das duas amostras
do estudo testadas (P1 e P2) foi: 31,28 (P1) e 30,47 (P2). Amostras com C; < 38 foram consideradas positivas.

7.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA RT-gPCR EM AMOSTRAS DE SORO

As 151 amostras de soro do estudo foram extraidas e analisadas através do ensaio de
RT-gPCR, otimizado no presente trabalho, que apresentou dois alvos separadamente: CHIKV
e RNP. Em todas as placas de RT-qPCR uma curva padrdo nova foi também aplicada,
funcionando como controle positivo da reacdo e permitindo a quantificacdo das amostras. Da
totalidade, 53,6% (n=81) amostras foram positivas, enquanto 46,4% (n=70) foram negativas,
destas, a maioria 70% (n=49) apresentando C; indeterminado. Todas as amostras apresentaram
amplificacdes para o controle enddgeno da RNP. A figura 23 esquematiza um resultado de uma
placa de RT-gPCR para o diagndstico do CHIKV.
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Figura 23 — Gréfico de amplificagdo da RT-gPCR para o diagndstico do CHIKV em amostras de soro do
estudo. Programa 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: As curvas ndo destacadas representam a curva padrdo (10°a 10* copias/ul) utilizando diluicdes seriadas
de fator 10 do transcrito. Amostras com C; < 34,04 (LOD) foram consideradas positivas (curvas em verde na
figura) de acordo com os critérios de positividade (ensaio CHIKV). Amostras com C; < 38 foram consideradas
positivas (curvas em azul escuro) de acordo com os critérios de positividade (ensaio RNP).

Em relacdo ao desempenho do sistema de RT-gPCR aqui otimizado em comparacao ao
teste MAC-ELISA para captura de anticorpos IgM, realizado no Lacen PE, para o diagnostico
do CHIKV, foi possivel constatar a capacidade de deteccdo da infeccdo viral nos individuos
testados, em todos os dias pés infeccdo (0-2, 3-4, 5-6 e 7-8), principalmente no periodo inicial

ao surgimento de sintomas (0-4 dias), como podemos observar na figura 24.
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Figura 24 — Desempenho das técnicas no diagnéstico do CHIKV, em amostras de soro do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Em comparacéo a técnica soroldgica, o sistema de RT-qPCR foi capaz de detectar a infeccédo viral em
todos os dias, principalmente no periodo de 0-4 dias. Dias: calculado pela diferenca entre a data da coleta e a
data de inicio de sintomas dos individuos testados. Foram incluidos na analise apenas os individuos
diagnosticados em ambas as técnicas, com resultados positivos para a infecgao viral.

O sistema de RT-gPCR otimizado em nosso laboratorio, também permitiu a
quantificacdo das amostras através da curva padrdo com diluicdes seriadas de fator 10 (10° a
10%) do transcrito do alvo viral. A quantificagéo absoluta ¢ calculada pelo Programa 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) comparando os valores de C;, entre as amostras e
curva. Cargas virais maiores ou iguais a 10° copias/ul representaram a maioria das amostras
positivas testadas, com (64,2%) n=52, com poucos individuos (n=5) atingindo uma carga viral
ainda mais alta, acima de 108. A quantificacdo média foi de 5,31 x 10® copias/pl. As amostras
foram ainda submetidas a analises em relacdo a carga viral apresentada. A analise da
distribuicdo da carga viral em nimero de cdpias de RNA por faixa etéria, revelou uma maior
carga viral (>107) nas faixas crianca e idoso (p<0.05), na qual a amostra que apresentou a maior
carga viral foi a de uma mulher de 75 anos de idade com quantificagdo de 1,31 x 10%° copias/pl
e um Cide 9,16 (Figura 25).
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Figura 25 — Distribuicdo da carga viral (CV) em ndmero de cépias de RNA por faixa
etaria.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Na andlise, indices >107 de carga viral foram evidenciados nas faixas crianca e
idoso. As faixas etérias foram definidas conforme: Estatuto da Crian¢a e do Adolescente
(ECA) (Lei 8.069, de 1990) e pelo Estatuto do Idoso (Lei 10.741, de 2003). A analise
foi conduzida utilizando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (ANOVA).

A andlise da carga viral das amostras positivas, em relacdo ao tempo de surgimento de
sintomas revelou uma média de 5 dias na populagdo estudada (p<0.001). A maioria dessas 81
amostras positivas, 69,1% (n=56), foram coletadas entre os 5 primeiros dias de inicio de
sintomas, como podemos observar no grafico abaixo. A concentracdo das maiores cargas virais
foi entre os 4 primeiros dias, principalmente até 2 dias pos infeccdo, com um indice de carga

viral de >10" copias/ul na maioria dos positivos (Figura 26).
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Figura 26 — Distribuicdo da CV em numero de cdpias de RNA por dias de inicio de
sintomas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: A andlise da CV no estudo revelou que a maioria das amostras, 69,1% (n=56),
foram coletadas entre os 5 primeiros dias de inicio de sintomas. CV >107 copias/ul foram
registradas nos 4 primeiros dias, especialmente de 0-2 dias. Dias: calculado pela diferenca
entre a data da coleta e a data de inicio de sintomas dos individuos testados. A analise foi
conduzida utilizando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (ANOVA)

Em relacdo ao ensaio da RNP uma variagdo minima da média do C; (25 a 35), com
maioria em torno de 30, foi constatada nos diversos dias pds surgimento de sintomas, em todos
os individuos do estudo, como também, ao correlacionar o C; com a carga viral dos individuos
positivos (p<0.0001) (Figuras 27 e 28). Em contrapartida, os valores da média do C; no ensaio
CHIKYV oscilaram de maneira significativa na faixa de 9 a 35 na populacédo alvo, assim como,
os indices da carga viral (10 a 10 cépias/ul) nos positivos. As analises aqui apresentadas
permitiram observar que o alvo da RNP se manteve praticamente constante, sendo detectado
em todas as amostras do estudo, demonstrando sua aplicagdo como controle endégeno no
diagndstico do CHIKV.
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Figura 27 — Distribuicdo da média do C; (ensaio RNP) por dias de inicio de sintomas
nas amostras do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: RNP: RNase P humana.

Nota: Variagdo minima da média do C; (25 a 35), com maioria em torno de 30, foi
constatada nos diversos dias pds surgimento de sintomas, na populagio do estudo. Dias é

calculado pela diferenca entre a data da coleta e a data de inicio de sintomas dos individuos
testados.

70
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Figura 28 — Distribuigdo da média do Ct (ensaio RNP) e carga viral nas amostras positivas do estudo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CV: carga viral. RNP: RNase P humana.

Nota: Na anélise do C; (ensaio RNP) e da CV (ensaio CHIKV) nas amostras positivas, uma variagdo minima
da média do C; (25 a 35), com maioria em torno de 30, e uma variagdo expressiva nos indices da CV (10! a
100 copias/ul) foi encontrada, demonstrando a aplicagéo do alvo RNP como controle enddgeno no diagnostico
viral. A analise foi conduzida utilizando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (ANOVA).

7.6 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DO SISTEMA MULTIPLEX DE RT-gPCR

As concentragdes dos primers e das sondas definidas no sistema simples precisaram ser
ajustadas para que o sistema multiplex com deteccdo simultanea dos alvos do CHIKV e da
RNP, fosse efetivo e reprodutivel. Os testes preliminares de otimizacdo do multiplex foram
realizados utilizando: transcritos CHIKV, amostras positivas e negativas, e o controle negativo
(dgua no lugar da amostra). Assim, a partir dos valores de C;(como critério a menor variacao
de C; em comparacdo ao sistema simples), da qualidade das curvas de amplificacdo e da

obtencéo de duplicatas homogéneas, as concentragdes 6timas dos sets foram escolhidas: 100uM
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de cada primer e 25uM de sonda (set CHIKV) (Figura 29) com 10uM de cada primer e 5uM
de sonda (set RNP) (Figuras 30 e 31).

Figura 29 — Otimizagéo do set CHIKV no sistema multiplex frente a amostras do estudo. As concentragdes de
sonda testadas foram: 25 e 50uM, com concentracéo fixa de primer a 100uM. Programa 7500 Real-Time PCR

System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.
Nota: Na otimizacdo, o set da RNP foi fixado com as concentragdes do sistema simples (5uM de cada primer
e 2,5uM de sonda) para que apenas o set CHIKYV fosse avaliado dentro do sistema multiplex. A concentracao
da sonda escolhida como 6tima foi de 25uM. Amostras com C: < 34,04 foram consideradas positivas de acordo
com os critérios de positividade (ensaio CHIKV). Amostras com C; < 38 foram consideradas positivas de
acordo com os critérios de positividade (ensaio RNP). Ensaio duplicata.
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Figura 30 — Otimizag&o do set RNP no sistema multiplex frente a amostras do estudo. As concentragdes de
primer testadas foram entre 2,5 a 20uM, com concentracdo fixa de sonda a 2,5uM. Programa 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).
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Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: Na otimizacdo do set RNP, foram utilizadas as concentrages 6timas do set CHIKV definidas
anteriormente (Figura 29). A concentracdo do primer escolhida como 6tima foi de 10uM. Amostras com C; <
34,04 (LOD) foram consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio CHIKV).
Amostras com C; < 38 foram consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio RNP).
Ensaio duplicata.

Figura 31 — Otimizacdo do set RNP no sistema multiplex frente a amostras do estudo. As concentracdes de
sonda testadas foram entre 1,25 a 10uM, com concentragdo fixa de primer a 10uM. Programa 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: Na otimizacdo do set RNP, foram utilizadas as concentragbes 6timas do set CHIKV definidas
anteriormente (Figura 29). A concentracdo da sonda escolhida como 6tima foi de 5puM. Amostras com C;
< 34,04 (LOD) foram consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio CHIKV).
Amostras com C; < 38 foram consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio
RNP). Ensaio duplicata.
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Assim, o sistema multiplex foi considerado otimizado no qual houve amplificacdo de
cada amostra de maneira especifica: amplificacdo do alvo viral apenas no transcrito do CHIKV,
amplificacdo do alvo RNP apenas na amostra negativa e amplificagdo de ambos os alvos na
amostra positiva (Figura 32).

Figura 32 — Sistema multiplex de RT-gPCR otimizado, frente amostras do estudo. Programa 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: Primers e sondas nas concentraces ideais: 100uM de cada primer e 25uM de sonda (set CHIKV) com
10uM de cada primer e 5uM de sonda (set RNP), Amostras com C; < 34,04 (LOD) foram consideradas
positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio CHIKV). Amostras com C: < 38 foram
consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio RNP). Ensaio duplicata.

Em seguida, o sistema multiplex foi avaliado com a curva padrdo do transcrito em
diluigGes seriadas de fator 10 (10® ao 10') e algumas amostras do estudo, demonstrando um
bom desempenho no diagndstico do CHIKV, como podemos observar nas figuras 33 e 34.

No sistema multiplex, podemos evidenciar o funcionamento da curva padrdo que além
de avaliar a sensibilidade do sistema, permitiu a quantificacdo das amostras. Apesar da curva
ndo ter atingido o ultimo ponto de diluicdo, apresentou um LOD de 390 copias/pul, e a média do
Ct (C=33,94) foi muito préxima a do nosso sistema simples de RT-gPCR (Ci=34,04) (item 7.3).
Ainda, podemos constatar uma 6tima performance do sistema multiplex com a curva padrdo,
alcancando os seguintes parametros: slope de -3.333, r?=0.981 e uma eficiéncia de 99% (Figura
33).
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Figura 33 — Curva padrao no sistema multiplex de RT-gPCR para o diagndstico do CHIKV. Programa 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: LOD: Limite de detecgo.

Nota: A curva padrdo avaliou a sensibilidade e a performance do sistema multiplex de RT-gPCR, que
apresentou um LOD de 390 copias/ul com C;de 33,94, e os seguintes parametros: eficiéncia (Eff%) de 99%,
slope de -3.333 e r? de 0.981.

Figura 34 — Gréfico de amplificacdo do sistema multiplex em amostras de soro do estudo. Programa 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: CN: Controle Negativo.

Nota: Funcionamento do sistema multiplex de RT-gPCR nas amostras do estudo. Curvas em vermelho
representam a curva padréo do transcrito em diluicGes seriadas de fator 10 (108 ao 10%). Amostras com C; <
33,94 (LOD) foram consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio CHIKV).
Amostras com C; < 38 foram consideradas positivas de acordo com os critérios de positividade (ensaio RNP).
Ensaio duplicata.
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Com a finalidade de avaliar de maneira preliminar a sensibilidade em amostras clinicas
do novo sistema multiplex otimizado, uma analise estatistica utilizando o teste Exato de Fisher
foi realizada em comparacdo aos resultados obtidos pelo sistema simples de RT-gPCR. Uma
concordancia étima de 88,88% foi encontrada e sem diferenca estatistica significativa entre os

testes, o que indica que o multiplex pode ser aplicado no diagnéstico do CHIKV (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise de concordancia entre o sistema multiplex e o sistema simples de RT-qPCR, para o
diagndstico do CHIKV nas amostras de soro do estudo.

Testes Positivo  Negativo N %
RT-qPCR Multiplex 3 6 9 100
RT-gPCR Simples 4 5 9 100
Concordancia 3 5 8 88,88
Valor de p (Exato de Fisher) 1,0000

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Awvaliagdo preliminar da sensibilidade do sistema multiplex em amostras clinicas do estudo, em
comparacdo ao sistema simples, utilizando o teste Exato de Fisher. Uma concordancia 6tima (88,88%) foi
evidenciada (p=1). p: nivel de significancia estabelecido em 1% (p<0.01).
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8 DISCUSSAO

Identificado em mais de 100 paises no mundo, 0 CHIKV tem sido referenciado como
um dos arbovirus de grande relevancia médica recentemente, em decorréncia as diversas
epidemias, principalmente no Brasil, e também pelas altas taxas de morbidade e mortalidade
associadas ao virus (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016; SMALLEY et al.,
2016). Atualmente ndo ha tratamento especifico ou vacina comercialmente disponivel para a
infeccdo pelo CHIKYV, o que reforca a importancia da realizacdo de um método de diagndstico
seguro, precoce e sensivel, que auxilie no manejo clinico dos individuos acometidos e no
controle das epidemias, com aplicacdo também em estudos epidemioldgicos (AZEVEDO;
OLIVEIRA; VASCONELOS, 2015; WANG et al., 2016).

A estratégia mais eficiente para a identificacdo da infeccdo aguda, é a detecgdo do
CHIKV por RT-gPCR, um método molecular de diagndstico rapido, precoce e extremamente
sensivel, principalmente na deteccao de novos casos, possibilitando também o mapeamento de
areas endémicas e assim, a implementacdo de medidas de controle e prevencdo da doenga
(KUBISTA et al., 2006; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). A técnica de RT-qPCR confere
diversas vantagens e aplicacfes no diagnostico e na pesquisa clinica do virus, pois além de
detectar o virus consegue determinar a sua carga viral. Assim, além do uso no diagnostico e
prognostico da doenca, permite também o monitoramento terapéutico ou preventivo do
individuo infectado, além de estudos acerca do comportamento do virus e sua relacdo com o
hospedeiro, através das andlises da carga viral (GULLETT; NOLTE, 2015; MACKAY;
ARDEN; NITSCHE, 2002).

Com a finalidade de garantir uma maior qualidade ao diagndstico molecular, o uso de
controles enddgenos, atraves de genes constitutivos do hospedeiro, € uma ferramenta crucial,
evitando o surgimento de resultados falso negativos, por assegurar a integridade do material
genético nas amostras (BURD, 2010; WILLIAMS et al., 1996). A deteccdo do alvo principal
(do patdégeno em questdo) juntamente com o controle enddgeno no diagndstico, avalia a
integridade do material genético e ocorréncia de inibidores de PCR, garantindo que a extracao
foi bem-sucedida, o que confere uma maior confiabilidade ao resultado (FUKASAWA et al.,
2010; WONG; MEDRANO, 2005). Ensaios multiplex de PCR em tempo real podem ser
empregados nessa situacdo, através do uso de diferentes sondas com marcacdo de corantes
fluorescentes distintos para cada alvo molecular (HEID et al.,1996). Com essa tecnologia é

possivel analisar mais de um alvo em uma mesma reagéo, como o controle endégeno e o alvo
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do patdgeno, o que gera economia de reagentes e da amostra, e uma maior aplicabilidade na
rotina de um diagnéstico (KLEIN, 2002).

A busca pelo aprimoramento das ferramentas moleculares é imprescindivel para a
confirmacdo segura de novos casos de infeccdo pelo CHIKV, o que permite além de um
tratamento apropriado, 0 monitoramento das areas endémicas, fornecendo suporte ao Ministério
da Salde tanto no diagnostico, quanto no desenvolvimento de pesquisas acerca do virus
(BRASIL, 2014; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). O presente estudo, diante desse contexto,
teve por objetivo otimizar (as condi¢des locais) e implementar um sistema de RT-gPCR para
deteccdo e quantificagdo do CHIKV, com base no protocolo estabelecido pelo CDC. O sistema
otimizado foi avaliado através de uma curva padrdao que também permitiu a quantificacdo das
amostras do estudo, no qual andlises da carga viral foram realizadas. No presente trabalho, o
controle enddgeno da RNase P humana foi adicionado ao sistema com a finalidade de gerar
uma maior qualidade ao diagndstico do CHIKV, e sua detec¢édo simultanea (juntamente com o
alvo viral) foi otimizada em um ensaio multiplex de RT-gPCR, tornando o diagndstico além de
mais seguro, simples, e com grande potencial de uso na rotina.

O perfil demogréafico da doenca em 2016 revelou no Brasil, uma maior incidéncia de
individuos do sexo feminino com suspeita de infeccdo pelo CHIKV. Pham et al. (2017)
encontraram também uma maior frequéncia de mulheres com suspeita de infeccdo pelo CHIKV
em um trabalho conduzido na Jamaica. No Brasil, no mesmo periodo do presente trabalho,
boletins epidemiolégicos dos estados da Bahia, Rio de Janeiro e Rio Grande do Norte, dentre
outros, relataram a maior concentracdo de casos notificados em mulheres, para a infec¢éo viral
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, Bahia, 2016; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, Rio de
Janeiro, 2016; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, Rio Grande do Norte, 2016). Dos 151
individuos analisados (populacdo alvo) no estudo, registrados no Lacen PE no primeiro
semestre de 2016, foi observado também uma maior frequéncia de casos suspeitos do sexo
feminino 60,3% (n=91), corroborando com os achados da literatura. Essa concentracdo mais
acentuada de casos suspeitos do sexo feminino, pode ser atribuida a maior presenca das
mulheres, em comparacdo aos homens, nos ambientes domiciliares. Assim, ficam mais expostas
a transmissdo viral, pela grande incidéncia dos mosquitos vetores em caixas d’agua, vasos de
flores, dentre outros locais domiciliares (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016;
PHAM et al., 2017). Embora ndo tenha sido relatado na literatura outra razdo (de fundo
molecular ou imunolégico, por exemplo) que possa ser associada a essa maior frequéncia de
casos notificados do sexo feminino, alguns fatores podem ser levados em conta. Observa-se

gue a taxa de desemprego no Brasil afeta mais mulheres do que homens, ao longo dos anos. Em
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2011, o indice de desemprego foi de 7,5 para as mulheres contra 4,7 para 0s homens, e essa
realidade infelizmente seguiu nos anos seguintes, assim como, quase que a totalidade dos
servicos domésticos sdo ocupados por mulheres (94,8%), o que reflete no maior tempo das
mulheres em domicilios e assim o maior risco de transmissao viral (IBGE, 2014).

Em relacdo a faixa etéria, 0 maior nimero de casos notificados de infeccéo pelo CHIKV
foi na faixa adulta com idades variando entre 20 e 39 anos, em Pernambuco e demais estados
brasileiros (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016). Observa-se também, que a maioria dos
casos notificados (n=19.371) ocorreram na GERES | (abrange os municipios de Abreu e Lima,
Camaragibe, Igarassu, llha de Itamaraca, Ipojuca, Itapissuma, Jaboatdo dos Guararapes, Olinda,
Paulista, Recife e Sdo Lourenco da Mata (INFORME EPIDEMIOLOGICO ARBOVIROSES,
2017). Na andlise demografica do estudo, da totalidade, foi encontrada também uma maior
frequéncia na faixa adulta, em municipios da GERES I, principalmente em Recife (n=34).

O diagnostico para o CHIKV pode ser realizado pelo isolamento viral, pela sorologia
ou pela deteccdo do genoma viral em individuos infectados (SIMMONS et al., 2016).
Entretanto, o diagndstico molecular através da RT-gPCR apresenta carateristicas de um
diagnostico seguro, sensivel, rapido e precoce (identificando a fase aguda da infeccdo, onde a
viremia esta significativa) (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015; PONGSIRI et al., 2012). Apesar
de varios protocolos publicados de RT-gPCR para deteccdo do RNA viral, o ensaio
desenvolvido e utilizado pelo CDC e demais centros de saude no Brasil, recebe o destaque pela
alta sensibilidade de <1 PFU e especificidade de 100% para a deteccdo do CHIKV, sendo o
protocolo de escolha para o presente trabalho (LANCIOTTI et al., 2007; ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2011).

No processo de avaliacdo desse ensaio de RT-qgPCR no estudo, uma curva padréo foi
construida para avaliar sua sensibilidade em nimero de copias de RNA/ul, estabelecendo o
LOD, assim como, a performance do ensaio. Em um ensaio de RT-gPCR para deteccdo do
CHIKY relatado por Carletti et al. (2007) utilizando uma curva padrdo com DNA plasmidial, a
sensibilidade atingida foi de 20 cdpias por reagdo com um Ctequivalente de 35. Pongsiri et al.
(2012) em um ensaio multiplex de RT-gPCR para deteccdo do CHIKV e do DENV,
apresentaram um LOD de 10 copias/pl com um Cide 35 para ambos os alvos, utilizando
também DNA plasmidial na curva padrdo. Em um outro ensaio multiplex para os mesmos alvos,
descrito por Simmons et al. (2016), um LOD de 12 cépias/pl e Cide 34,59 para o alvo CHIKV
foi apresentado, com protocolo semelhante ao utilizado no presente estudo, para geracao do
transcrito e da curva padrdo. O resultado da avaliagdo no estudo, demonstrou que o ensaio de
RT-gPCR foi sensivel, apresentando um LOD de 39 copias de RNA/ul (com C: de 34,04),
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aproximando-se bastante dos resultados aqui discutidos, confirmando a mesma sensibilidade
também em um experimento com amostra negativa com diluicdes seriadas do transcrito,
simulando amostras bioldgicas infectadas com o virus. Parametros importantes podem ser
obtidos através de uma curva padrdo (eficiéncia, slope e r?), Uteis para avaliar o sistema em
termos de desempenho e eficiéncia (BUSTIN et al., 2009). Para a obtencdo de resultados
reprodutiveis e acurados, espera-se que as reacdes de PCR apresentem uma eficiéncia mais
préxima de 100% possivel, com valores de slope em torno de -3.32 (indicando a diferenca ideal
entre Cnas diluicdes) e de r? (coeficiente de correlagio entre os pontos) mais proximo a 1,0
(BIO-RAD LABORATORIES, 2006; BURNS et al., 2005). Assim, no presente estudo, a curva
padrdo apresentou parametros de extrema qualidade, com um slope de -3.366, r2 de 0,991 e uma
eficiéncia de 98%, demonstrando a performance do sistema.

A utilizacdo de transcritos de RNA tanto na avaliagdo quanto na rotina de um
diagnostico oferece vantagens de um procedimento seguro (ndo envolvendo a necessidade de
manipulacdo viral em laboratorio de biosseguranca BSL-3), extremamente sensivel e
controlado, por determinar exatamente o nimero de cdpias de RNA viral por amostra positiva
(BURD, 2010; BUSTIN et al., 2009). Ainda, 0 RNA, diferentemente do DNA, é o controle
mais indicado em reacdes de RT-gPCR, por verificar a eficiéncia da reacdo de transcricéo
reversa (WONG; MEDRANO, 2005). No trabalho aqui descrito, o transcrito produzido foi
necessario para construcdo da curva padrdo e assim apresentou ampla funcionalidade:
estabelecendo o LOD do sistema, atuando como controle positivo na reacdo e permitindo
também a quantificacdo das amostras do estudo, através da carga viral.

Como critério de positividade foi utilizado o LOD=34,04 definido previamente, e
também obtencdo de duplicatas homogéneas com curvas de amplificacdo de qualidade.
Analisando o sistema de RT-gPCR em amostras clinicas, do total de 151 amostras testadas,
53,6% (n=81) foram positivas, enquanto 46,4% (n=70) foram negativas com maioria 70%
(n=49), apresentando C: indeterminado. Em uma analise comparativa dos resultados, a
capacidade de deteccdo da infeccdo pelo CHIKV através da RT-gPCR, em relacdo ao teste
MAC-ELISA para captura de anticorpos IgM (realizado no Lacen PE), foi maior no periodo
inicial ao surgimento de sintomas (0-4 dias) dos individuos positivos testados. Foi também
observado que a partir do quinto dia, o teste IgM revelou uma capacidade de detec¢do um pouco
melhor em comparacdo a RT-gPCR. Lanciotti et al. (2007) relataram também em seu trabalho
gue a maioria dos resultados IgM positivos para a infeccdo viral foram de individuos com mais
de 4 dias de sintomas. Sabe-se que o CHIKYV replica rapidamente no hospedeiro, gerando altos

titulos, com possibilidade de deteccdo do RNA viral por RT-gPCR, logo nos primeiros dias de
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surgimento dos sintomas (JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016). Assim como, espera-
se que a producédo de anticorpos frente a infeccdo viral inicie no final da primeira semana de
inicio de sintomas, com possibilidade de perdurar por meses (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2014; WESTAWAY,; DELLA-PORTA; REEDMAN,
1974). Com base nos resultados, foi possivel constatar que o sistema de RT-gPCR otimizado
foi capaz de detectar o alvo viral em todo o periodo analisado (0-8 dias), no qual recomenda-se
a realizacdo do diagndstico virologico, demonstrando sua performance na deteccdo da infecgéo
viral de maneira geral (BRASIL, 2014).

No presente estudo a curva padrdo também foi utilizada para a quantificacdo das
amostras positivas, apresentando uma variagao entre 10'a 108 copias/pl na maioria, com poucos
individuos (n=5) atingindo uma carga viral ainda mais alta (acima de 108). A quantificagio
média foi de 5,31 x 108 cdpias/ul e uma viremia >10° copias/ul foi observada na maioria das
amostras positivas (64,2%) n=52. Através de um ensaio quantitativo de RT-gPCR, Sekaran et
al. (2010) relataram também cargas virais entre 10%e 107 cdpias/ul em individuos infectados
pelo CHIKV. Semelhante aos nossos achados, Santhosh et al. (2007) descreveram uma viremia
na faixa de 10*a 10° PFU/ml em infeccdes pelo CHIKV, em um estudo na india, e em alguns
casos, uma quantidade de virus expressiva de 10’ PFU/ml foi encontrada. Cargas virais acima
de 10* PFU/mI também foram evidenciadas no estudo conduzido por Lanciotti et al. (2007) para
deteccdo do CHIKV. Como podemos observar, as analises da carga viral relatadas no estudo,
foram bastante proximas as aqui discutidas, o que refletiu na presenca de uma carga viral
significativa nos individuos positivos durante o periodo virémico, que corresponde aos oito dias
pos infeccdo pelo CHIKV (JOHNSON; RUSSELL; GOODMAN, 2016). Em estudos de
competéncia vetorial, ja foi demonstrado que titulos virais em torno de 10* PFU/ml foram
suficientes para producao e disseminacdo em mosquitos vetores (Ae. aegypti e Ae. albopictus)
da infeccdo pelo CHIKV em macacos, o que reforca a importancia de estudos na avaliacdo da
carga viral na populacdo endémica (TURELL; BEAMAN; TAMMARIELLO, 1992). Ainda, a
utilizacdo da RT-gPCR na determinacao da carga viral, confere vantagens de uma metodologia
mais rapida, sensivel e segura em comparacdo ao isolamento viral, que necessita de um
laboratério de biosseguranca BSL-3, pelo risco de transmissdo viral, € mais laboriosa e
demanda mais tempo para obtencdo dos resultados (MADARIAGA; TICONA,;
RESURRECION, 2016; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).

Outras analises através da carga viral determinada no estudo foram conduzidas,
correlacionando-a com a faixa etéria da populagdo alvo e com dias de surgimento de sintomas.

As faixas etarias crianca (até os 11 anos de idade) e idoso (60 anos ou mais) concentraram as
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maiores cargas virais de >107 copias/ul (p<0.05), incluindo uma mulher de 75 anos de idade
com quantificacdo de 1,31 x 10*° cdpias/pl, cuja viremia foi a maior do estudo. Laurent et al.
(2007) através de um ensaio de RT-qPCR para quantificacdo e deteccdo do CHIKV, revelaram
que em sua populagio alvo cargas virais elevadas, >108 copias/ml, foram detectadas em recém-
nascidos e idosos acima dos 60 anos, corroborando com 0s nossos achados. Os autores desse
trabalho sugerem ainda a presenca de uma resposta imune menos eficiente, o que pode ter
conduzido a uma taxa de replicacdo viral maior nesses individuos. Sabe-se que a febre
Chikungunya apresenta uma expressdo clinica diversificada de acordo com a idade, no qual
neonatos e idosos sdo reconhecidos como grupos de risco em comparagdo a outras faixas
etarias, isto pode ser atribuido a um sistema imune ndo téo eficaz, somado a condicGes pré-
existentes, outras doencas associadas, e demais fatores (BRASIL, 2014; MADARIAGA;
TICONA; RESURRECION, 2016). De acordo com o ultimo boletim epidemiologico divulgado
pelo Ministério da Saude, em 2016 foram confirmados oficialmente um total de 196 obitos por
febre Chikungunya no Brasil, e Pernambuco concentrando o maior numero de casos n=58, com
mediana de idade dos Gbitos de 62 anos (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016). Assim, a
determinacdo da carga viral vai além do diagnostico e incide na correlacdo com o estado da
doenca, com possibilidade de atuar como uma ferramenta valiosa no direcionamento e
acompanhamento clinico, no que se refere a um tratamento precoce e mais efetivo,
principalmente para o0s que se encontram no grupo de risco (GULLETT; NOLTE, 2015).

Em relacdo ao tempo de surgimento de sintomas, foi encontrada uma média de 5 dias
com maioria das amostras positivas 69,13% (n=56) coletadas entre os 5 primeiros dias de
sintomas. As maiores cargas virais foram observadas nos 4 primeiros dias de surgimento de
sintomas, principalmente até 2 dias, com um indice de carga viral de >107 copias/ul na maioria
dos individuos, refletindo possivelmente a viremia expressiva (p<0.001). No estudo de Laurent
et al. (2007) também foi observado um perfil similar da populacdo alvo analisada, na qual 89%
das amostras foram coletadas entre os 3 primeiros dias de surgimento de sintomas, com alguns
individuos apresentando cargas virais mais altas, acima de 107 copias/ml. Em acordo com o que
0 que foi observado no presente trabalho, Sekaran et al. (2010) relataram uma viremia mais alta
entre 10° e 107 copias/pl no periodo de 0-2 dias pds infeccdo pelo CHIKV. Pode-se evidenciar
que o sistema de RT-gPCR foi sensivel na determinacéo da carga viral, permitindo que diversas
analises fossem conduzidas, como esta ultima, demonstrando a correlacdo entre carga viral e
dias pos infec¢do, através da ocorréncia de cargas virais elevadas nos dias iniciais ao surgimento

de sintomas, que pode ser atribuida ao periodo virémico no hospedeiro (WEAVER et al., 2012).
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O sistema de RT-gPCR apresentou dois alvos separadamente: CHIKV e RNAseP
humana (RNP), este, aplicado como controle endégeno da reacdo. Apesar de ter sido utilizada
a mesma sequéncia de primers e sonda da RNP que o CDC no diagnostico do virus da Influenza
A, foi necesséaria uma otimizacdo para que o ensaio da RNP funcionasse na proposta do estudo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009). Ajustes nas concentracdes de primers e
sonda (formato Unico tubo) foram realizadas através do mesmo protocolo de RT-gPCR definido
para o0 ensaio do CHIKV. Todas as 151 amostras testadas no estudo apresentaram amplificacdes
para o controle endégeno da RNP (critério de positividade C; <38), e foi observada uma
variagdo pouco expressiva da média do C; nos diversos dias pds infeccdo, e também ao
correlacionar com a carga viral dos individuos positivos (p<0.0001). Nessa andlise foi
verificado que o C; oscilou numa faixa entre 25 e 35, com maioria apresentando C em torno de
30, em todos os individuos do estudo, diferentemente do que foi observado no ensaio para
deteccdo do CHIKYV, com variagdes significativas tanto do C: (valores de 9 a 35) na populacéo
alvo, quanto da carga viral (10'a 10'° copias/pl) nos positivos. Boddicker et al. (2007) em um
ensaio multiplex de RT-gPCR para deteccdo do virus da caxumba e da RNP utilizando as
mesmas sequéncias de primers e sonda, demonstraram tambem uma variacdo reduzida de C;
(26 a 32) no alvo RNP, com maioria apresentando valores em torno de 30, em comparagéo a
uma distribuicdo de C; diversificada do alvo viral. No trabalho de Waggoner et al. (2013) foi
relatado niveis similares de RNP na totalidade das amostras analisadas, em um ensaio multiplex
de RT-qPCR para deteccdo do DENV, verificando a auséncia de inibidores da reacdo e uma
adequada extracdo de RNA, corroborando com 0s nossos achados. Assim, no presente trabalho
foi possivel observar a funcionalidade do alvo RNP como gene constitutivo, expresso em niveis
praticamente constantes em todas as células, o que permite seu uso como controle endégeno
nas reacOes. A insercdo de controles endogenos é de extrema importancia pois garantem a
qualidade da extracdo das amostras e conferem uma maior confiabilidade aos resultados em um
diagndstico (CUI et al., 2016; WONG; MEDRANO, 2005).

Uma das diversas vantagens aqui relatadas da utilizacdo do sistema de PCR em tempo
real, esta no desenvolvimento de ensaios multiplex (mais de um alvo na mesma reacao), o que
reflete na reducdo de custos com reagentes e de tempo, e mais importante, na economia da
amostra do paciente (KLEIN, 2002). Apds a avaliacdo da RT-gPCR no formato simples, no
qual foi observada uma 6tima performance na deteccdo e quantificacdo viral, foi realizada a
otimizacdo do sistema multiplex, com deteccdo simultdnea dos alvos CHIKV e RNP. As
concentracdes dos primers e sondas foram ajustadas para que o sistema fosse reprodutivel e

efetivo, e amostras controles foram inseridas. Assim, levando-se em consideragdao as menores
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diferencas dos valores de Cientre os sistemas, qualidade das curvas de amplificacdo e obtencao
de duplicatas homogéneas, o sistema multiplex de RT-qPCR foi otimizado e entdo avaliado de
maneira preliminar, através da curva padrdo e analise de concordancia pelo Teste Exato de
Fisher.

No sistema multiplex, a curva padrdo construida apesar de ndo ter alcangado o ultimo
ponto da diluicdo (10%), apresentou um LOD de 390 cdpias/ul (10%) e uma média do C:
(C=33,94) muito préxima a descrita previamente no sistema simples de RT-gPCR (Ci=34,04),
cujo LOD foi de 39 copias/ul. Ainda, embora a curva padrédo tenha apresentado um LOD menor,
parametros de qualidade (slope de -3.333, r> = 0.981 e uma eficiéncia de 99%) foram
observados, revelando a performance do sistema multiplex. Proximo ao que foi encontrado, Kui
et al. (2013) em um ensaio multiplex para detec¢édo do CHIKV e da DENV, juntamente com o
controle enddgeno da RNP contendo as mesmas sequéncias do conjunto de primers e sonda do
presente estudo, descreveram uma sensibilidade analitica de 10 a 100 cdpias do transcrito de
RNA para os alvos virais, com um C; de 31,82 para o alvo CHIKV. A curva padréo também foi
demonstrada nesse trabalho e apresentou os seguintes pardmetros: slope =-3.37, r?=0.98 e uma
eficiéncia de 97,90%. O sistema multiplex aqui otimizado demonstrou um desempenho um
pouco melhor em relagdo aos parametros da curva padrdo, quando comparado aos de Kui et al.
(2013). Seguindo para a avaliagdo preliminar em amostras clinicas do estudo, o sistema
multiplex apresentou uma Otima concordancia percentual de 88,88% em comparacdo aos
resultados obtidos no sistema simples, ainda, nenhuma diferenca estatistica foi observada entre
os testes (p=1), mostrando-se uma ferramenta promissora na aplicacdo da rotina do diagnostico
do CHIKYV. Estudos futuros s@o necessarios para uma avaliagdo mais completa e também para
validacdo desse novo ensaio multiplex, utilizando um ndmero maior de amostras.

O estudo aqui desenvolvido teve por finalidade o aperfeicoamento da ferramenta
molecular de RT-qPCR para a deteccdo do CHIKV, trazendo uma aplicacdo mais abrangente
na pesquisa e diagndstico clinico, através da insercdo do transcrito de RNA e do controle
enddgeno da RNP. O transcrito, através da curva padrdo, permitiu a avaliacdo do sistema de
RT-gPCR para deteccdo e quantificacao viral, atuou como controle positivo da rea¢do e também
determinou a carga viral dos individuos testados. As analises da carga viral possibilitaram além
da aplicacdo no diagnostico do CHIKV, uma melhor compreensdo acerca da infeccdo viral no
hospedeiro e potencial aplicacdo em diversos estudos na area clinica, como no monitoramento
da doenca no hospedeiro, assim como, na resposta do virus ao farmaco e a candidatos vacinais,
dentre outras pesquisas. J& o controle enddgeno da RNP, garantiu que o processamento das

amostras foi realizado de maneira efetiva, assegurando a integridade do RNA, evitando,
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portanto, a ocorréncia de resultados falso negativos. Ainda, foi realizada a otimizagdo do
sistema multiplex, com detecgdo do alvo viral e da RNP em conjunto, que oferece inUmeras
vantagens, como a praticidade na rotina de diagndstico, menor tempo de processamento,
economia dos reagentes e da amostra (especialmente em situagcdes de dificil coleta pela
condicdo do paciente). O sistema multiplex foi avaliado de maneira preliminar, apresentando
6tima concordéncia e nenhuma diferenca estatistica significativa foi encontrada em comparacao
ao teste no formato simples. Com a introducdo dos controles (transcrito e RNP) foi possivel
atribuir uma maior qualidade ao sistema de RT-gPCR, tornando-o além de qualitativo,
quantitativo para a detec¢do do CHIKV, uma arbovirose de alta relevancia médica, endémica
no pais, principalmente na regido nordeste, onde o estado de Pernambuco ainda é bastante
acometido, demonstrando-se uma ferramenta promissora a ser implementada na rotina

laboratorial.
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9 CONCLUSOES

O sistema simples de RT-qPCR para deteccdo e quantificacdo do CHIKYV, avaliado
através da curva padrdo em nosso laboratério, foi sensivel e demonstrou uma 6tima
performance, com resultados proximos aos encontrados na literatura. As cargas virais dos
individuos positivos foram determinadas com a curva padréo e suas analises relataram uma
viremia mais alta no grupo de risco (crianca e idoso), assim como, nos primeiros dias de
surgimento de sintomas. Essas analises foram importantes para uma melhor compreensao do
comportamento do virus e sua relacdo com o hospedeiro na infeccéo.

O controle endégeno da RNP introduzido ao diagnéstico do CHIKV, apresentou uma
variacao baixa em relacdo ao C: em todas as amostras, o que indica uma expressdo praticamente
constante no hospedeiro, demonstrando sua aplicacdo como gene constitutivo, garantindo o
sucesso da extragéo e conferindo uma melhor qualidade ao diagndstico.

O sistema multiplex com deteccdo simultanea dos alvos CHIKV e RNP foi otimizado,
revelando uma boa sensibilidade analitica, com uma otima concordancia percentual em
comparacdo ao sistema simples, sem diferenca estatistica entre os testes, mostrando-se
promissor para o diagndstico viral.

Portanto, estudos de validacdo devem ser conduzidos para que 0 novo sistema multiplex
otimizado seja inserido na rotina de diagndstico do CHIKV no IAM. Uma ferramenta rapida e
pratica, a0 mesmo tempo sensivel, confiavel e precoce, permitindo a detec¢édo e quantificacao
viral. A insercdo de tal metodologia também possibilitara 0 mapeamento de areas endémicas e
implementacao de medidas de controle e prevencéo da doenca, fornecendo, no mais, auxilio ao
Ministério da Salude tanto no diagndstico quanto no desenvolvimento de pesquisas acerca do
CHIKV.
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ANEXO A — Termo de Anuéncia (Lacen PE)

LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA

“Dr. Milton Bezerra Sobral" - LACEN/PE sevre PERNAMBm

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO - SES
SECRETARIA EXECUTIVA DE VIGILANCIA EM SAUDE
LACEN - SES - PE

oficio n°.}9V 2016
Recife, 31 de Maio de 2016.

Prezado Senhor,

Em atencdo a vossa solicitagdo, e de acordo com a Geréncia de
Diagnéstico Laboratorial para Controle e Prevengao de Doengas - GDLCPD e
Nucleo de Estudo e Pesquisa do LACEN PE - NEPEL, comunicamos nossa
concordéancia e encaminhamos o PARECER para realizagdo da parceria no
projeto de pesquisa do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhies da FIOCRUZ/PE
para "Avaliagdo e Desenvolvimento da RT-PCR em tempo Real para Detecgéo
do Virus da Chikungunya".

Colocamo-nos a disposicdo para esclarecimentos necessarios.

Atenciosamente,

Dr. Rafael Dhalia

Tecnologista em Saide Publica
Fundacgédo Osvaldo Cruz - FIOCRUZ
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhies
Departamento de Virologia - Lavite

Av, Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria - Campus da UFPE
Recife - PE
CEP.: 50.670-420

Rua Jodo F Vieira, S/N - - CEP: 50.050-200
Fone: (Oxx81) 3181-6416/6417 - Fax: (Oxx81) 3181-6333
e-mail: lacen@saude.pe.gov.br
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SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO - SES

SECRETARIA EXECUTIVA DE VIGILANCIA EM SAUDE  °
DIRETORIA GERAL DE LABORATORIOS PUBLICOS-LACEN PE E
NUCLEO DE ESTUDO E PESQUISA DO LACEN PE-NEPEL “
LACEN--SES
PARECER
N°.12/2016

Apbés analise detalhada e criteriosa do projeto intitulado “Avaliagdao e
Desenvolvimento da RT-PCR em Tempo Real para a Detecgdo do Virus
Chikungunya” apresentado pela mestranda TAMISA MORAIS DO REGO, do Programa
de Pés-Graduagao em Biociéncia e Biotecnologia em Saude da Fundagdo Osvaldo Cruz
- Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes - FIOCRUZ/PE e orientada pelo professor Dr.
Rafael Dhalia, e considerando as justificativas, os objetivos, a metodologia e as
contribuigdes cientificas, observamos que:

Trata-se de um projeto a nivel de Mestrado que ira otimizar o ensaio de PCR
quantitativo em Tempo Real (RT-PCR), estabelecendo uma curva padrdo para
quantificagdo das amostras e determinagéo do limite de detecgéo da técnica, avaliando a
eficacia do ensaio frente as amostras de referéncia através de analises estatisticas.

De acordo com a concordancia da Geréncia de Diagnéstico Laboratoriais para
Controle e Prevengdo de Doengas - GDLCPD, informando que disponibilizara 151
amostras de soro de pacientes, sem qualquer tipo de identificacdo, oriundas da rotina
epidemiolégica de Chikungunya do Setor de Virologia, salientando que as amostras
serao aliquotadas, permanecendo uma aliquota do soro no setor.

Esclarecemos ainda que a nossa concordancia com a realizagédo da parceria do
projeto ndo implica responsabilidade nos "orgamento das necessidades".

Entendemos e reconhecemos que o presente projeto € importante pela
contribuicdo epidemiolégica que trard para a Salde Publica do nosso estado, e
ressaltamos a obrigatoriedade do sigilo absoluto dos dados coletados, e a necessidade
de nos enviar cépias de toda e quaisquer publicagdo advinda do projeto para compor o
acervo da biblioteca do NEPEL, consequentemente servir de fonte de pesquisas e
consultas para outros trabalhos cientificos;

Ressaltamos a garantia de solicitar, se necessario, esclarecimentos antes, durante
e depois do desenvolvimento da pesquisa e, no caso do ndo cumprimento dos itens
acima, a liberdade de retirar a CONCORDANCIA a qualquer momento da pesquisa sem
penalidade alguma.

Diante do exposto e ndo havendo outra consideragédo a ser feita no momento,
CONCORDAMOS que seja pelo LACEN-PE oferecida todas as condicdes necessarias
para o proficuo desenvolvimento da pesquisa.

Recife, 31 de maio de 2016

O

Sandra Salgueiro
Coordenadora do Nicleo de Estudo e Pesquisa do LACEN PE - NEPEL

Rua Jodo Fernandes Vieira, SIN - Soledade - Recife/PE — CEP: 50.050-200
Fone: (Oxx81) 3181-6406/6407 - Fax: (0xx81) 3181-6146
e-mail: nepel.lacenpe@hotmail.com
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ANEXO B - Parecer de aprovacédo do CEP

_
CED

e S .
" Titulo do Projeto: "Avaliagio 8 Desenvolvimento da RT-PCR em Tempo Real
para a Detecgao da Virus Chikungunya®
Pesquisador responedvel: Témisa Régo
Instituigao onde sera realizado o projeto: CPgAMFiocruz
Data de apresentacao ao CEP: 18/05/20168
Reglstro no CAAE: 56203916 5.0000.5490
NGmero do Parecer PlatBr- 1 534 134

PARECER

" O Comité avaliou e conskdara que 08 procedimentos metadokigicos e
Projeto em questao estio condizentss com & conduta ética que deve norear
pesquigas anvohendo seras humance, de acordo com © Cédigs de Etica,
Resolugdo CNS £68/12, o compiementares.

0 projeto esta apcavado para ser realizado em sua altima formatagdo
apresantada 8o CEP

Em caso de necessidade de renovagio do Parecar, encammhar relatdnd
o atualizacdo do projeto.

Recife, 21 de junho de 2016,
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