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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO
Najua Mohamad Zahra Polak

A coqueluche é uma doenca infecciosa causada por bactérias do género
Bordetella. Atualmente, o teste diagndstico padrdo-ouro é a cultura obtido
através de swab nasal profundo. No entanto, sendo uma bactéria fastidiosa, a
cultura torna-se um exame demorado, dificultando o tratamento correto. Neste
projeto, realizamos a padronizacdo e otimizacdo de um teste de diagndstico
multiplex, baseado em PCR em Tempo Real (QPCR), capaz de detectar,
discriminar e identificar as principais espécies de Bordetella patogénicas para
humanos. O teste também foi padronizado no formato gelificado, o que permite
eliminar a cadeia de transporte e armazenamento refrigerado. A deteccao de
alvos no genoma humano (rRNA 18S ou RNaseP) foi usada para garantir a
funcionalidade do sistema, avaliando a qualidade do DNA extraido, a presenca
de inibidores e a integridade dos reagentes. Seguindo a politica do Governo
Federal de fortalecimento do Parque Tecnoldgico da Saude, o presente teste foi
desenvolvido com insumos produzidos pelo Instituto de Biologia Molecular do
Parand (IBMP/Fiocruz-PR), contribuindo para a reducdo dos custos de
producao. Os resultados indicam que 0s reagentes nacionais permitem a mesma
eficiéncia de reacdo que os reagentes importados, quando analisados no
formato liquido da reacéo. A reacdo gelificada exibe a mesma sensibilidade que
o formato tradicional, capaz de detectar até 0,02 genomas equivalentes da
bactéria. Obtivemos sucesso na eliminagdo de contaminacdo ambiental por
amplicons com a adicdo de UNG nas reac0es liquidas. A avaliacdo do teste foi
realizada com amostras previamente caracterizadas e cedidas pelo LACEN-PR.
O uso de um kit de diagnéstico baseado em gqPCR confere agilidade e
sensibilidade analitica necessarias ao diagnostico preciso da doenca,
contribuindo para o manejo clinico adequado do paciente.
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ABSTRACT
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Whooping cough is an infectious disease caused by bacteria of the Bordetella
genus. Currently, the gold-standard diagnostic test is the culture obtained from
deep nasal swab. However, being a fastidious organism, culturing becomes a
time-consuming test, hampering the correct treatment. In this project, we
performed the standardization and optimization of a multiplex diagnostic test,
based on Real Time PCR (qPCR), able to detect, discriminate and identify the
main species of Bordetella that are pathogenic to humans. The test was also
standardized in a gelified format, which allows the elimination of the cold chain
during transportation and storage. Detection of human genomic targets (18S
rRNA or RNaseP) was used to ensure the functionality of the system, assessing
the quality of the extracted DNA, the presence of inhibitors and the integrity of
reagents. In line with the federal government policies to strengthen the Health
Technological Sector, the present test was developed using reagents produced
by the Molecular Biology Institute of Parana (IBMP/Fiocruz-PR), thus contributing
to the reduction of production costs. The results indicate that local reagents allow
for similar reaction efficiencies as the imported ones, when analyzed in the
reaction’s liquid format. The gelified reaction exhibits the same sensitivity as the
traditional format, capable of detecting up to 0.02 bacterial genome equivalents.
We succeeded in eliminating environmental contamination caused by amplicons
with the addition of UNG in the liquid reactions. The evaluation of the test was
performed using samples previously characterized by LACEN-PR. The use of a
gPCR-based diagnostic kit confers agility and sensitivity for an accurate
diagnosis of the disease, contributing to the proper clinical management of the
patient.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bordetella pertussis
1.1.1. Historico

A coqueluche foi mencionada pela primeira vez em 1540 na Inglaterra, e a
primeira epidemia registrada no ano de 1578, em Paris. A epidemia ocorrida foi
estudada pelo médico francés Guillaume de Baillou e seus resultados foram
publicados e discutidos apenas em 1640 (CHERRY, 1999).

A doencga era conhecida como “the Kink” nas llhas Britanicas, termo escocés
que significa ataque ou paroxismo e no norte da Europa ficou conhecida como
“Kindhoest”, do termo alemao que significa tosse de crianca. Diversos outros termos
foram designados para a doenca, tais como: tosse em guincho, tosse perene, tosse
perene infantil, tosse convulsiva, tosse quinta, tosse quintana e tosse comprida
(CHERRY, 1999).

No ano de 1900, Jules Bordet e Octave Gengou observaram a presenca de um
microrganismo microscépico no escarro de um paciente com coqueluche.
Posteriormente, em1906, apds varias tentativas, a bactéria foi isolada pelos mesmos
pesquisadores. Eles observaram a presenca de cocobacilos gram-negativos e
também presenca de leucocitos, demonstrando entdo a associacao entre a presenca
de bactérias e os sintomas clinicos da doenca (BORDET & GENGOU, 1906)

Em 1916, Chievitz e Meyer coletaram muco expelido de pacientes em solucdes
fisiol6gicas e semearam a bactéria no meio de cultura Bordet-Gengou, conseguindo
entdo o isolamento de B. pertussis, inicialmente denominada Haemophilus pertussis
(GONCALVES, 2004; CHERRY, 2007).

Durante grande parte do século XX, B. pertussis foi isolada e cultivada no meio
Bordet-Gengou. A coleta das amostras era realizada através de “placas de tosse”
onde uma placa contendo o meio de cultura era colocada a uma determinada distancia
da boca do paciente durante a tosse do mesmo. Posteriormente, outra espécie, B.
parapertussis, foi identificada por Eldering e Kendrick, descrita como uma espécie da
bactéria que causava uma doenca parecida. Mais recentemente, em 1995, B.holmesii,
também foi identificada como agente causador de infec¢cdo semelhante & de B.
pertussis (CHERRY, 2007; PITTET et al.,2014).
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1.1.2. Etiologia

As bactérias do género Bordetella pertencem a familia Alcaligenaceae, ordem
Burkholderiales e classe Betaproteobacteria, sendo que o termo “Bordetella” surgiu
devido ao primeiro isolamento da bactéria feita por Jules Bordet e Octave Gengou em
1906 (BORDET & GENGOU, 1906).

Os organismos que pertencem a esse género sao pequenos cocobacilos gram-
negativos, aerobio restrito, de cultivo exigente e sua temperatura ideal de crescimento
é entre 35-37 °C (IRINO, 2010). As espécies de Bordetella spp. se movimentam
através de flagelos peritriqueos, localizando-se e multiplicando-se nos cilios epiteliais
do trato respiratério (SANDEN & WEYANT, 2005).

Atualmente, estdo descritas na literatura oito espécies nesse género: B.
pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica, B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B.
trematum e B. petrii (SANDEN E WEYANT, 2005; WIRSING VON KONIG, 2011).

B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica e B. holmesii séo as espécies
de maior atencéo por terem sido associadas a infec¢des respiratorias em humanos e
outros mamiferos (Tabela 1.1) (MATTOO & CHERRY, 2005; GROSS et al.,2010). Por
outro lado, pouco se sabe sobre o impacto das demais espécies do género na saude
humana (MATTOO et al.,2001).

Embora B. trematum j& tenha sido isolada de ouvido e feridas na pele de seres
humanos, nenhum caso de infeccdo respiratéria relacionada a essa bactéria foi
reportado (MATTOO & CHERRY, 2005). J4 B. hinzii, que acomete principalmente
aves, possui um grande potencial patogénico em pacientes imunocomprometidos
(GROSS et al.,2010).

Estudos sobre a filogenia baseada no sequenciamento do gene que codifica
para o RNA ribossomal 16S (rRNA 16S) mostrou que as espécies B. pertussis, B.
parapertussis, B. bronchiseptica e B. holmesii sédo altamente relacionadas
(LOEFFELHOLZ, 2003; LOEFFELHOLZ & MIKE, 2007).

Existem estudos mostrando que as espécies B. pertussis e B. parapertussis
evoluiram a partir de um mesmo ancestral comum de B. bronchiseptica e se
adaptaram ao hospedeiro humano. Porém, apesar do parentesco genético entre

algumas espécies de Bordetella, ainda sdo consideradas espécies distintas,



especialmente em relacao as diversidades genéticas, imunoldgicas e fenotipicas entre
elas (LOEFFELHOLZ, 2003; LOEFFELHOLZ & MIKE , 2007)

B pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica sdo espécies que apresentam
semelhancas quando se trata da morfologia da colénia formada apds o seu
crescimento, bem como o tamanho das células presentes. Entretanto, essas espécies
podem ser diferenciadas por outras caracteristicas particulares, através de atividades

bioguimicas e antigenos presentes na superficie celular (CHERRY, 1999).

Tabela 1.1: Espécies de Bordetella spp. associadas a doencas em seres humanos.

Organismo Derivacdao historica

per, muito ou “grave’; tussis, “tosse”

B. pertussis (tosse grave)

para, “semelhante” (semelhante a

B. parapertussis pertussis)

bronchus, a traguéia; septicus, séptico

B. bronchiseptica (brénquio infectado)

Denominada em homenagem ao

B. holmesii microbiologista Barry Holmes

Fonte: (PATRICK R. MURRAY, KEN S. ROSENTHAL, 2013).

A bactéria B. pertussis € 0 agente etioldgico da coqueluche endémica e
epidémica. Essa bactéria foi adaptada exclusivamente ao hospedeiro humano e néao
hé& evidéncias de infec¢cdes em animais (MATTOO et al.,2001).

E uma bactéria imével, sendo considerada a espécie mais fastidiosa do género
e requerendo um meio altamente nutricional para o seu crescimento. A espécie B.
pertussis é susceptivel a substancias e metabdlitos toxicos, como ions metalicos e
peréxidos frequentemente presentes em alguns meios de cultura. Para o seu
isolamento e cultivo, utiliza-se atualmente o meio de cultura Agar Regan-Lowe (RL).
Os meios de cultura devem ser suplementados com carvéo, sangue ou albumina para
que ocorra absorcédo das substancias toxicas, adicionando também cefalexina para
impedir o crescimento da flora natural do trato respiratorio (LOEFFELHOLZ et

al.,2003; PATRICK R. MURRAY, KEN S. ROSENTHAL, 2013).
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A espécie B. bronchiseptica infecta uma ampla gama de animais, que inclui
pequenos ratos, cobaias, coelhos, gatos, cées, porcos, ovelhas, cavalos e ursos
(MATTOO & CHERRY, 2005). Porém, ocasionalmente, pode causar infec¢cbes
respiratorias graves em seres humanos imunocomprometidos, como por exemplo,
pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (CHERRY &
HEININGER, 2004; WOOLFREY & MOODY, 1991).

A B. holmesii € a mais recente espécie do género associada a infec¢do do trato
respiratério em humanos. Foi isolada a partir de sangue de adultos e jovens e foi
encontrada com menor frequéncia em amostras de escarro, podendo até mesmo, em
alguns casos, causar sepse (WEYANT et al.,1995; TANG et al.,1998; PATRICK R.
MURRAY, KEN S. ROSENTHAL, 2013)

A bactéria B. parapertussis que acomete humanos é uma espécie que sofreu
adaptacdes, causando a sindrome coqueluchéide, uma doenca semelhante a
coqueluche (MATTOO & CHERRY, 2005). Porém, é uma doenca com sintomas mais
brandos e néo causa linfocitose (MATTOO & CHERRY, 2005; GROSS et al.,2010).

A B. parapertussis que infecta ovinos foi isolada das vias respiratérias tanto de
ovelhas que apresentavam sintomas, assim como de ovelhas assintométicas. As
infeccbes de B. parapertussis que acometem ovinos podem estar relacionadas a
pneumonias resultantes de infec¢Bes secundérias causadas por outros patdégenos,

como Mannheimia haemolytica (DEEB et al.,1990).

1.1.3. Patogenia

B. pertussis é altamente contagiosa e de transmissao direta, a qual ocorre de
uma pessoa doente para outra pessoa susceptivel, através de goticulas de secrec¢ao
da orofaringe eliminadas por tosse, espirro e ao falar. Essa espécie acomete apenas
os seres humanos, ndo havendo nenhum tipo de animal ou reservatorio ambiental
conhecido (MATTOO & CHERRY, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Outros patdgenos como B. parapertussis, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, adenovirus, virus sincicial
respiratorio e virus influenza e parainfluenza podem causar uma sindrome parecida,
chamada de sindrome coqueluchéide (GUIA VE, 2005; WIRSING VON KONIG, et. al.,
2011).



A infeccdo inicia-se quando ocorre a adesdo de B. pertussis nas células
epiteliais ciliadas do trato respiratorio superior, evento promovido por fatores de
viruléncia como adesinas e toxinas (Figura 1.1), que interferem no movimento ciliar
normal. Apés a colonizacédo, ocorre a proliferacdo bacteriana no local, resultando em
destruicdo da mucosa ciliada (ciliocitase), danos ao trato respiratorio, liberacdo de
muco e influxo do mesmo para o limen do trato respiratério, levando ao sintoma mais
comum da doencga, a tosse (MATTOO e CHERRY, 2005; TOZZI et al.,2005).

ApOls a exposicdo do ser humano a bactéria, quatro eventos ocorrem no
processo de patogénese da doenca: (1) fixacdo da bactéria no epitélio ciliado do trato
respiratorio; (2) evasdo da resposta imune do hospedeiro; (3) danos locais e danos
sistémicos, levando a (4) um declinio dos mecanismos de defesa do paciente (cilios e
neutroéfilos), dificultando a expulsdo da bactéria. A B. pertussis ndo atravessa a
camada epitelial e os efeitos locais e sistémicos sado causados pela absor¢céo das
toxinas produzidas durante o processo de patogénese (HEWLETT, 1999; GENTILE,
2010).

Além da tosse paroxistica, quando o paciente realiza inspira o ar
profundamente, libera um som de “guincho”, que também caracteriza a fase
paroxistica. A tosse paroxistica € mais intensa nas primeiras duas semanas e diminui
gradativamente até desaparecer, dando lugar a crises de tosse comum e iniciando a
tltima fase da doenca denominada fase de convalescenca (GUIA VE, 2005; TOZZI et
al.,2005).

A terceira e ultima fase dura cerca de 2-6 semanas e, em alguns casos, pode
prolongar-se por até 3 meses. Ela é marcada pela diminuicdo da intensidade do
paroxismo, tornando-se semelhante a uma bronquite (Tabela 1.2) (GUIA VE, 2005;
TOZZ] et al.,2005).
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(Adenilato ciclase e Toxina

dermonecréticatoxina citotraqueal, aderéncia as células ssls)
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surgimento da tosse paroxistica
Entrada

|

Transmissio

Figura 1.1: Patogénese de infec¢do causada por B. pertussis.

Fonte: extraido e adaptado de Museum of Health Care, 1990.

Tabela 1.2: Representacgéo clinica da coqueluche.

. Fase Fase
Incubacgéo Fase Catarral e
Paroxistica  Convalescenca
5 ) 2-6 semanas (até
Duracao 7-10 dias 1-2 semanas 2-6 semanas
3 meses)
Diminuic&o da

tosse paroxistica,
Febre baixa, Tosse desenvolvimento
Sintomas Nenhum coriza, mal- paroxistica, de complicacdes

_ vomitos, secundarias

estar, espirros leucocitose (pneumonia,

encefalopatias,
convulsdes)

Fonte: Modificado de Murray et al.,2013.



1.2. COQUELUCHE

1.2.1. Vacinacao

As primeiras vacinas experimentais utilizadas no combate e prevencdo da
doenca foram desenvolvidas na década de 30. Porém, somente em 1944 foi
demonstrada a eficacia das vacinas celulares contra a coqueluche, quando o
Conselho de Farméacia e Quimica da Associacdo Meédica Americana aceitou a
introducg&o da vacina celular aprovando a imunizagao contra a coqueluche (CHERRY,
1999).

As vacinas celulares contra a coqueluche séo constituidas através de uma
suspensao bacteriana inativada pelo calor. As primeiras vacinas celulares foram
licenciadas primeiro nos Estados Unidos e somente em 1948 a vacina tornou-se
disponivel. Porém, essas vacinas causavam varios efeitos colaterais, como febre e
outros eventos sistémicos, além de vermelhidao, dor e inchaco no local da aplicacao.
Para diminuir as reagdes causadas pelas vacinas celulares, foram desenvolvidas as
vacinas acelulares, que apresentam menores reag0es adversas, e diferindo apenas
pela quantidade de toxoide diftérico-tetanico e de componentes celulares de B.
pertussis (CDC, 2015).

Todas as vacinas acelulares sdo compostas de proteinas purificadas da
bactéria alvo. No caso da vacina contra coqueluche, atualmente usa-se a toxina
pertussis em conjunto com uma, duas ou quatro adesinas (FHA; FHA com PRN; FHA
com PRN e FIM2/FIM3), quimicamente ou geneticamente detoxificadas (WEBER et
al.,2001).

Quando comparadas, ambas as vacinas possuem eficacia similares e a
variabilidade entre elas pode estar relacionada a composicdo da vacina e aos
processos de fabricacdo. Um fator que pode estar relacionado com a diferenca na
eficiéncia das vacinas é a discrepancia entre a composicado antigénica das cepas
vacinais, em relacdo as cepas de B. pertussis circulantes onde foram produzidas as

vacinas (MOOI et al.,2001; WEBER et al.,2001).

A vacina contra a coqueluche é combinada com tétano e difteria, conhecida

comumente como vacina triplice bacteriana, (DTP- difteria, tétano e coqueluche). Ela
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pode também estar associada a outras vacinas, chamadas de vacinas combinadas,
sendo tetra, penta e hexa. As possiveis apresentacbes das vacinas sdo: Triplice
Bacteriana pediatrica de células inteiras (DTPw), Triplice Bacteriana pediatrica
acelular (dTpa) e Triplice Bacteriana adulto acelular (dTpa). As vacinas podem ser

combinadas com outros patdogenos, como:

Tetra de células inteiras - DTPw + Hib (contra difteria, tétano e coqueluche e

infecgOes graves causadas pelo Haemophilus influenzae);

e Tetra acelular - DTPa + Hib;

o Penta acelular — DTPa + Hib + Pdélio Injetavel;

o Hexa acelular — DTPa + Hib + Pdlio Injetavel + Hepatite B

A vacinagao contra a coqueluche em criangas possui trés doses e dois reforgos:
doses aos 2,4 e 6 meses e reforcos aos 18 meses e entre 5 e 6 anos de idade com
DTPw, mantendo a crianca protegida por cerca de 10 anos ap0s a Ultima dose. Apos
esse periodo, os niveis de anticorpos vao diminuindo, deixando os adultos e
adolescentes suscetiveis, fazendo-se necessario o refor¢co da vacina na idade adulta
(VACCINI, 2015).

Apesar da coqueluche causar uma doenca branda ou até mesmo assintomatica
em jovens e adultos, a vacinacao se torna importante, pois esses portadores tém sido
0S maiores transmissores da doenca e 0s responsaveis pelo aumento da incidéncia
da doenca nos ultimos anos, principalmente aqueles que convivem com bebés e
criancas. Nesses pacientes € utilizado o esquema bésico de trés doses de DTPw ou
DTPa ou dT (difteria e tétano) que devem receber uma dose de dTpa, dez anos ap6s
o ultimo reforco de DTPw ou DTPa, com objetivo de diminuir o risco da transmissao
do agente etiolégico desses para a crianga com esquema de vacinagdo incompleto.
Recomenda-se também, a vacinacdo em gestantes (DTPa) entre a 27 e 32 semanas
de gestacédo, independentemente do tempo transcorrido da ultima dose administrada
nessas pacientes (VACCINI, 2015).

Em 2015, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) realizou um
estudo nos 50 estados dos EUA, demonstrando a importancia da vacinagao e o seu

impacto até 2010. Apés a introducéo da vacinagado, houve um periodo (1955 a 1974)
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em que nenhum caso de coqueluche foi reportado. Porém, apds 1974, foi possivel
observar o ressurgimento da doencga, onde varios casos foram reportados até o ano
de 2010 (Figura 1.2) (TYNAN & FRIEDMAN, 2015).
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Figura 1.2: Casos reportados de coqueluche ap6s a introdugéo da vacina nos Estados Unidos.

Fonte: CDC, 2015.

1.2.2. Epidemiologia da coqueluche no mundo

A coqueluche é um problema de saude publica e apesar de haver o controle da
doenca em diversos paises, ela é uma importante causa de morbidade e mortalidade
infantil. O maior registro de casos ocorre principalmente em regibes com baixa
cobertura vacinal. Em todo o mundo, estima-se que existam 16 milhdes de casos de
coqueluche e que 195 mil criangas vao a Obito todo o ano. A maioria das mortes,
ocorrem em bebés n&o vacinados ou com a imunizagdo incompleta. A bactéria B.
pertussis vem circulando em todo o mundo e as taxas da doenca sdo mais altas em
paises em desenvolvimento. Ja em paises desenvolvidos, a incidéncia dos casos vem

9



aumentando devido a contaminacdo em bebes néo vacinados e adolescentes (CDC,
2015).

A incidéncia dos casos de coqueluche ocorre em épocas quentes do ano,
principalmente no verao e na primavera, devido ao aumento de pessoas que circulam
nas ruas, facilitando a transmisséo da doencga. Nao existe uma distribuicdo geografica
preferencial da coqueluche e ndo ha caracteristicas conhecidas que predisponham a
doenca. O que predispde humanos a serem ou nao susceptiveis a doenca € a
presenca ou auséncia de imunidade especifica (GUIA DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2009).

Os casos da doenca registrados em adolescentes e adultos sdo considerados
0S principais reservatorios para B. pertussis, além de serem uma das principais fontes
de transmissdo para lactentes e criangcas parcialmente imunizadas. Como a
coqueluche é conhecida por ser uma doenca infantil, provavelmente em adultos os
casos sao subnotificados, mesmo que estes apresentem 0s sintomas tipicos da
doenca. As subnotificagdes de casos em adultos estéo relacionadas principalmente
com o desempenho insuficiente de técnicas laboratoriais ndo padronizadas e
diferentes definicbes de casos (WIRSING VON KONIG et al.,2002; TAN et al.,2005;
RENDI-WAGNER et al.,2010).

Na Europa, foi desenvolvido um programa de vigilancia denominado “Programa
de Pesquisa Europeu para melhorar a caracterizagéo de cepas e de vigilancia de B.
pertussis” (Eupertstrain). Um dos objetivo desse programa € estudar as diversas
cepas por meio de metodologia padronizada para determinar a extensdo do
polimorfismo das bactérias circulantes, a fim de evitar surtos, reduzir as taxas de
morbidade e a mortalidade associadas a doenca. Os paises participantes desse
programa incluem Finlandia, Suécia, Alemanha, Holanda e Franca, sendo seus
programas de vacinacdo sdo comparados na Tabela 1.3 (VAN AMERSFOORTH et
al.,2005).
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Tabela 1.3: Vacina contra a coqueluche, calendario de vacinacdo nos paises europeus estudados.

PAIS VACINA INICIO DA COBERTURA CALENDARIO
VACINAGCAO VACINAL (%) DE VACINACAO
Finlandia Celular 1952 96% 3,4, 5, 24 meses
Suécia Acelular 1996 100% 3,5, 12 meses

3,4,5, 11-14 meses, 9-

da saude
Holanda Celular 1953 96% 3,4,5, 11 meses
E Celular 1959 90% 2, 3, 4, 16-18 meses (até 1998)
ranca
E Acelular 1998 90% 2,4, 6, 16-18 meses, 11-13 anos

Fonte: extraido e modificado de Amersfoorth et al.,2005.

No ano de 2012, um grande surto de coqueluche ocorreu na Inglaterra, com
9.711 de casos confirmados e levando ao 6bito de 14 criangas menores de trés meses.
Esses numeros foram superiores ao surto de 2008, que teve 8 mil casos notificados,
confirmando o ressurgimento da doencga (SEALEY et al.,2014).

Apesar de haver diversos programas de vacinacdo eficazes, varios relatos
mostram nitidamente um aumento no numero de casos da doenca em hospitais, e
também em criancas recém-nascidas, levando as complicacbes da doenca e
consequentemente a 6bito (WIRSING VON KONIG et al.,2002, YAO et al.,2005).

Na década de 1990, foram registrados 20-40 milhdes de casos de coqueluche
no mundo com 200-400 mil casos de morte por ano. A hipétese € de que apesar de
haver uma diminuigdo dos casos da doenca com o aumento da cobertura vacinal,
varios paises desenvolvidos vém relatando o reaparecimento da doenca em lactentes
nao vacinadas, criancas, jovens e adultos. Raz0es que explicam esse fato incluem
imunidade incompleta de criangas (que ndo completaram as trés doses da vacina) e
imunidade relativamente curta (a infeccdo natural e a imunizacdo néo protegerem
durante toda a vida), fazendo-se necessario a introducao dos reforcos da vacina em
jovens e adultos (TOZZI et al.,2005).
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Nos EUA, a coqueluche € uma doenca endémica, com picos notificados a cada
3-5 anos e presenca de surtos frequentes. Em 2001, foi criada a Iniciativa Global
contra Pertussis (Global Pertussis Iniciative - GPI), com o objetivo de estudar a doenca
em nivel mundial e elaborar estratégias de prevencdo e imunizacdo para reduzir o
namero de casos (CDC, 2015; PLOTKIN, 2005). Em 2010, o CDC registrou mais de
27 mil casos de coqueluche, sendo 9.146 casos sO na Califérnia (EUA), resultando
em 10 Obitos em bebés menores de trés meses. No ano seguinte, a incidéncia da
doenca continuou alta, registrando-se cerca de 2.462 casos até setembro (6,2 casos
para cada 100 mil habitantes), sendo 8,8% (162) de hospitalizacdes e a maioria dos

casos ocorrendo em criancas menores de seis meses de idade (CDPH, 2011).

O Departamento de Saude Publica da Califérnia (CDPH), declarou ainda uma
epidemia de coqueluche no ano de 2014, informando que a doenga havia se
difundindo ndo apenas em todas as regides dos EUA, mas também em todo o mundo
(CDPH, 2016). Em meados de 2011, houve um aumento substancial de casos no
estado de Washington, com declaracdo de epidemia. Cerca de 2.520 casos foram
notificados (37,5 casos por 100.000 habitantes), mostrando um aumento importante

quando comparado com o0 mesmo periodo de 2011 (Figura 1.3) (CDC, 2012).
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Figura 1.3: Nimero de casos de coqueluche notificados confirmados e provaveis em Washington de
janeiro de 2011 a julho de 2012.

Fonte: CDC 2012.
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Em 2012, foi registrado o maior nimero de casos nos EUA, com 48 mil casos,
um dos maiores surtos do pais. Em 2014, foram 32.971 casos registrados,
representando um aumento de 15% quando comparados aos 28.639 casos de 2013,
em que maioria dos 6bitos ocorridos foram em recém-nacidos menores de 3 meses
de idade (CDC, 2012).

1.2.3. Coqueluche no Brasil

A coqueluche é classificada como uma doenca de notificacdo compulsoria em
todo o territério nacional. Todo caso suspeito deve ser notificado ao Sistema de
Informacdes sobre Agravos de Notificagao (Sinan), 6érgdo do Ministério da Saude que
contabiliza os casos de doencgas no Brasil (Guia VE, 2009; BRASIL, 2010).

A morbidade da doenca no Brasil ja foi elevada. Na década de 80 eram
notificados cerca de 40 mil casos anuais, quando a incidéncia da doenca era superior
a 30/100 mil habitantes. A partir de 1983, o numero de casos despencou e no ano de
2008 o numero de casos confirmados foi de aproximadamente 1.300. Acredita-se que
esta diminuicao seja devido a alta cobertura vacinal, principalmente a partir da década
de 1990 (BRASIL, 2010).

Durante a década de 90, o cenério epidemiolégico da coqueluche no Brasil
apresentou uma importante reducdo na incidéncia, quando a cobertura vacinal
alcancava cerca de 70% e a incidéncia da doenca era 10,6/100 mil habitantes. Porém,
guando a cobertura vacinal elevou-se para valores préoximos a 95 e 100%, no periodo
de 1998 a 2000, a incidéncia baixou para 0,9/100 mil habitantes. Com a manutencao
das altas coberturas vacinais, observou-se variacido da incidéncia para 0,32/100 mil
habitantes, em 2010 (BRASIL, 2016)

Durante a 322 semana epidemiologica de 2011, foram notificados 1.975 e
confirmados 583 casos de coqueluche no pais, dos quais 76,3% registrados em
criangas menores de um ano, sendo 88,3% dos casos em criangas menores de seis
meses. A incidéncia dos casos de coqueluche foi maior na regido sudeste, com
0,5/100 mil habitantes e 0,2/100 mil habitantes nos estados de S&o Paulo e Rio de
Janeiro, respectivamente. A regido nordeste foi a terceira regido do Brasil com a maior
incidéncia de casos, com 0,7/100 mil habitantes no estado de Alagoas (GUIA VE 2009;

CDPH, 2011).
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No Estado de Séo Paulo, a Divisdo de Doencas de Transmissdo Respiratéria
(CVE/CCD/SES-SP) implantou, no ano de 2000, o sistema de vigilancia para a
coqueluche com base em unidades sentinela. Esse sistema tem como principal
objetivo a triagem adequada de casos, a partir de uma definicdo padrédo de caso
suspeito e da confirmacéo laboratorial da doenca por meio da coleta oportuna e
correta da secregcdo da nasofaringe. A Figura 1.4 mostra a distribuicdo dos casos
confirmados de coqueluche em unidades sentinelas do Estado de S&o Paulo ao longo
de quatro anos (2008 a 2011) (CDPH, 2011).
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Figura 1.4: Distribuicdo dos casos confirmados de cogueluche em unidades sentinelas do Estado de
Sao Paulo, segundo més e ano, 2008 a 2011.

Fonte: SINANnet/DDTR/CVE/CCD/SES-SP.

No estado de Alagoas, em 2013, houve o ressurgimento da doenca, que
passou a ser monitorado pela Secretaria de Estado da Saude. O aumento do nimero
de casos ocorreu com as coberturas vacinais dentro dos niveis esperados de 95%.
Contudo, vérios fatores podem explicar o ocorrido, tais como a perda gradual da
imunidade adquirida, mudancas genéticas na bactéria ou 0 aumento de portadores
assintomaticos (SUSIVA, 2015).

No estado do Rio de Janeiro, a evolucdo da coqueluche ocorreu de forma
semelhante ao cenario nacional. A partir de 2011, observa-se um crescimento no
namero de notificagbes, assim como no numero de casos confirmados, com um

crescimento ainda maior no ano de 2012, seguido de queda em 2013 e 2014. Em
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relacdo a faixa etaria, assim como em outros paises e outros estados do Brasil, no
estado do Rio de Janeiro cerca de 70% dos casos ocorrem em criangas menores de
um ano de idade, mais precisamente em criangas menores de trés meses, devido ao
esquema incompleto de vacinacdo. Em 2014, foram confirmados 103 casos, sendo
75 destes em criancas menores de um ano. A Figura 1.5 representa a confirmacéo
dos casos de acordo com os meses de vida (EPIDEMIOLOGICO DO RIO DE
JANEIRO, 2015).

Coqueluche: casos por meses de vida. ERJ, 2014*
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Figura 1.5: Coqueluche: casos por meses de vida no ano de 2014

Fonte: SINAN NET e Banco Estadual GDITR/SES-RJ.

Na regido sul do Brasil, o Rio Grande do Sul registrou o maior nimero de casos,
com 100 casos notificados no periodo de 2004 a 2009. Porém, em 2012, as
notificacdes aumentaram para mais de 800 casos. No estado de Santa Catarina foram
265 casos notificados em 2012, bem superiores aos 48 casos em 2011. O estado do
Parané saltou para 391 casos em 2012, um aumento expressivo em relagdo aos 148
casos de 2011 (Figura 1.6) (SINAN, 2013).
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Figura 1.6: Casos de coqueluche notificados na regiédo sul.

Fonte: Sinan/SVS/MS - 2013

Em 2015, o Brasil registrou 10.487 casos suspeitos de coqueluche no Sistema
Nacional de Agravos de Notificacbes (Sinan) e, destes, 28,2% (2.955) foram
confirmados. Dos casos confirmados, 738 foram encerrados pelo critério laboratorial.
O grupo etario mais acometido pela doenca foram criangcas menores de 1 ano de
idade, com 62,6% (1.850) dos casos, sendo a grande maioria deles, menores de 6
meses (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2016).

1.3. DIAGNOSTICOS
1.3.1. Métodos laboratoriais para o diagndstico

O diagnéstico da coqueluche pode apresentar alguns desafios, visto que
existem apresentacdes atipicas da doenca. Os métodos laboratoriais que confirmam
a presenca da doenca sdo os diagnosticos baseados em cultura e testes imunologicos
ou moleculares, que devem ser utilizados em diferentes fases da doenca. Na fase
inicial, recomenda-se utilizar os métodos de cultura e moleculares, enquanto os
métodos imunoldgicos sdo particularmente Uteis em adultos e nas fases tardias da
doenca (Figura 1.7) (DALBY et al.,2010).
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Figura 1.7: Estagios da coqueluche e os diferentes diagnésticos recomendados para as distintas fases
da doenca.

Fonte: Modificado de PAWLOSKI et al.,.,2010.

1.3.2. Coleta e transporte de secre¢do nasofaringea

A coleta do material de pacientes suspeitos de coqueluche devera ser realizada
preferencialmente no inicio dos sintomas caracteristicos da doenca (fase catarral).
Esse processo deve ser realizado antes do tratamento ou no maximo com 3 dias de
antibioticoterapia. Para a coleta, utiliza-se swabs finos com hastes flexiveis, onde a
secrecdo nasofaringea é coletada introduzindo o swab na narina até encontrar
resisténcia na parede posterior da nasofaringe e realizando movimentos rotatorios.
Apos a coleta, o swab é introduzido em meio especifico para transporte (Meio Regan
Lowe - RL) que consiste de agar carvao semi-sélido suplementado com 10% de
sangue de carneiro ou cavalo e 40 ug/mL de cefalexina. Este meio nutritivo inibe o
crescimento de flora normal da nasofaringe e favorece a sobrevivéncia de B. pertussis
(Figura 1.8) (GUIA VE, 2005; MURRAY et al.,2013; VAZ et al.,2010;

Existem evidéncias de que os acidos graxos presentes no algodao hidrofilo
sejam toxicos aos micro-organismos, sendo o material menos adequado para a coleta
do material. Os swabs de alginato de calcio sdo os mais indicados para a coleta do
material destinados a cultura; enquanto os swabs de dracon ou rayon séo preferiveis
para a coleta de materiais submetidos a testes moleculares, como aqueles

fundamentados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O material € encaminhado
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ao laboratorio a temperatura ambiente e imediatamente apds a coleta. Caso o0 exame
nao seja realizado logo apos a coleta, deve-se armazenar o material em estufas a 35-
37°C por no maximo 24 horas ; MURRAY et al.,2013; IRINO et al.,2010; CLOUD et
al., 2002).

Figura 1.8: Técnica adequada para obtencdo de uma amostra de nasofaringe para o isolamento de B.
pertussis.

Fonte: Guia VE, 2005.

1.3.3. Cultura

A cultura é atualmente realizada em laboratérios para a confirmacéo dos casos
de coqueluche, sendo considerada como diagnostico padréao (gold standard). Possui
uma especificidade de 100%, porém a sensibilidade é varidvel (cerca de 12-60%)
mesmo quando usado meio RL padrdo. O procedimento possui um sucesso maior
guando realizado nas fases iniciais da doenca (primeiras duas semanas), quando ha
alta quantidade de bactérias viaveis presentes na nasofaringe. ApGs esse periodo
inicial, a sensibilidade do teste é reduzida, podendo ocorrer um aumento nos
resultados falsos-negativos. Outros fatores que podem influenciar na sensibilidade da
cultura sdo: antibioticoterapia, estado da doencga, qualidade da coleta e do transporte
do material, processamento da amostra, tipo de swab utilizado na coleta, tempo
decorrido da coleta até o processamento da amostra e presenca de outras bactéria

na nasofaringe (PRESTON, 1970; REGAN e LOWE, 1977; ONORATO & WASSILAK,
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1987; MORRILL et al.,1988; LOEFFELHOLZ et al.,1999; MCGOWAN, 2002; TATTI et
al.,2008; CDC, 2015).

As colbnias de B. pertussis crescem na placa a partir do 3°- 4° dia ap0s o seu
isolamento, enquanto que as colonias de B. parapertussis e B. bronchiseptica passam
a ser visiveis ja a partir do segundo dia. As coldnias visiveis de B. pertussis
apresentam-se de formas diminuidas (Imm de didmetro), brancas acinzentadas e
convexas (Figura 1.9 e Figura 1.10), sendo também caracterizadas pela Coloracéo de
Gram como cocobacilos Gram-negativos (Figura 1.11). Apés isso, séo realizadas
também provas bioquimicas para diferenciacéo das espécies (Tabela 1.4). A espécie
B. pertussis é a mais fastidiosa e ndo cresce em meios de cultura comuns, além de
oxidar aminoacidos e ser susceptivel a substancias e metabdlitos toxicos, como 0s
acidos graxos, ions metélicos e peroxidos, presentes em muitos meios de cultura.
Para que ocorra a eliminacdo dessas substancias toxicas, os meios de cultura sao
suplementados com carvao, sangue, albumina ou amido (LOEFFELHOLZ, et al.,2003;
ININO et al.,2010; MURRAY, et al.,2013).

Figura 1.9: Cultivo de B. pertussis em placa de Petri contendo meio especifico RL.

Fonte: (IRINO et al.,2010).
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Figura 1.10: Col6nias de B. pertussis em meio especifico RL.

Fonte: (IRINO et al.,.,2010).

Figura 1.11: B. pertussis submetida & coloracdo de Gram e visualizada no microcopio
Optico (aumento 100x)

Fonte: (IRINO et al.,.,2010).
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Tabela 1.4: Caracteristicas bioquimicas para diferenciacéo das espécies do género Bordetella.

«
2 S
7] a
0 3 2 ._ £
I 7 @ < @ 2
Caracteristicas = = e = S g = g
o — o =) c = =
. s . (] — = = (]
Bioquimicas Q ] = 3 < 2 o g
@ o0 oM oM o o oM o
Oxidase + - + + + - + -
Catalase + + + + + 10% P + +
Motilidade - - + + + - - +
Crescimento em
agar
Agar Regan-Lowe  3-4 dias 2-3 dias 1-2dias ND ND ND ND ND
Agar Sangue - + + + + + + +
Agar MacConkey 10% P
- - + + + + +
Agar Citrato de - - 10%P  10%P + - + +

Simmons

Fonte: (IRINO et al.,2010)

1.3.4. Métodos imunoldgicos

O método de Imunofluorescéncia Direta (DFA) é baseado na detec¢do de B.
pertussis nas secre¢cbfes da nasofaringe, usando anticorpos monoclonais ou
policlonais contra estruturas da bactéria. O teste permite a visualizagcdo de antigenos
em suspensdo nos tecidos celulares, através de anticorpos marcados com

fluorocromos que seréo visualizados com auxilio de um microscopio de fluorescéncia

(KNORR et al.,2006).
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Apesar de ser um teste rapido, a sensibilidade e a especificidade séo variaveis.
A sensibilidade do teste pode variar de 11 a 71%, sendo inferior a sensibilidade da
PCR, porém superior quando comparado com a cultura (LOEFFELHOLZ et al.,1999;
TILLEY et al.,2000; LINGAPPA et al.,2002; KL., 2002).

A especificidade do DFA é muito variavel, devido a reac¢des cruzadas com o0s
reagentes imunoldgicos e a subjetividade na interpretacdo da fluorescéncia. Assim,
devido as dificuldades de interpretacdo, recomenda-se utilizar a técnica em paralelo a
cultura ou a PCR (LOEFFELHOLZ, 2003; MURRAY, 2013; CDC, 2015; KL., 2002).

Para a deteccdo de anticorpos especificos, o teste sorolégico de escolha nas
Ultimas décadas é o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (LOEFFELHOLZ,
2003; PEREZ et al.,2012).

O teste ELISA tem se mostrado um método eficaz no processo de deteccéo e
dosagem do aumento significativo dos titulos de anticorpos séricos de classe IgM e
IgG e IgA contra estruturas antigénicas como hemaglutinina filamentosa, toxina
pertussis, fimbrias, pertactina e outras presentes na bactéria, principalmente nas fases
agudas e na convalescenca (LOEFFELHOLZ, 2003; MULLER et al.,1997).

A sensibilidade do ELISA depende muito do momento da coleta da amostra, da
escolha do antigeno e da classe da imunoglobulina. A sorologia para anticorpo da
classe IgG para toxina pertussis e FHA € muito sensivel para os casos classicos da
doenca, porém menos sensiveis nos membros que ja entraram mais de uma vez em
contato, provavelmente devido a maior chance de resposta imune secundaria
(MULLER et al.,1997; HALLANDER, 1999). A sensibilidade de um teste de ELISA para
deteccdo de IgG anti-PT chega a 76% de sensibilidade e 99% de especificidade
(CROWCROFT & PEBODY, 2006).

Em criancas vacinadas, o diagnéstico se torna dificil devido ao aumento rapido
nas concentracdes séricas de anticorpos. A deteccdo de IgA para os diferentes
antigenos de B. pertussis tem sido descrito como critério para definicdo de caso para
coqueluche em criancas nao-vacinadas (MULLER et al.,1997; HALLANDER, 1999;
SANDEN E WEYANT, 2005 ; ANDRE et al.,2008).
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1.3.5. Métodos moleculares e genes alvo

Em muitos laboratérios, o diagnostico da coqueluche € realizado através da
amplificacédo de diferentes alvos gendmicos da bactéria, utilizando a técnica de PCR
convencional, que foi descrito pela primeira vez em 1988 e a técnica de PCR em
Tempo Real (QPCR) descrita no ano de 1993 (SAIKI et al.,1988).

Hoje, os principais testes para o diagnéstico molecular de B. pertussis séo
baseados na deteccédo de sequéncias de insercéo (IS) escolhidas por apresentarem
diversas coOpias no genoma, permitindo que o0 ensaio seja altamente sensivel
(TIZOLO et al.,2013; TATTI et al.,2011)

Porém, as IS sdo detectadas nos genomas de varias espécies de Bordetella de

tal modo que o alvo ndo é espécie especifico (KNORR et al.,2006; TATTI et al.,2011).

Para a deteccdo de B. pertussis, 1S481 € frequentemente escolhida por
apresentar diversas copias no gemoma (50-238 cépias). Porém, 1S481 esta presente
também em B. holmesii (8-10 coOpias), e em raras amostras de B. bronchiseptica
isoladas de humanos. O gene da toxina pertussis estad presente também em B.
parapertussis e B. bronchiseptica, mas devido a mutacdes na regido promotora, 0

gene nao é expresso por essas espéecies (TATTI et al.,2011; PITTET et al.,2014).

A 1S1001 é encontrada em todas B. parapertussis, incluindo aquelas isoladas
de seres humanos e de animais, enquanto 1S1002 se faz presente apenas em B.
parapertussis que infecta humanos (ROORDA et al.,2011; LOEFFELHOLZ, 2012).

E importante ressaltar que, apesar dos testes moleculares serem mais
sensiveis, a utilizagcdo de um Unico ensaio com apenas um alvo para deteccdo de B.
pertussis pode levar a resultados falso-positivos, demonstrando assim a necessidade
da combinacédo de, no minimo, dois alvos para deteccéao e identificacao de B. pertussis
(KNORR et al.,2006; TATTI et al.,2011).

Assim, com o intuito de melhorar a sensibilidade e especificidade do
diagnéstico das infeccbes causadas por B. pertussis, foram desenvolvidos testes no
qual o diagnostico de coqueluche é dado pela deteccao simultdnea de 1S481 e da
subunidade S1 do gene da toxina pertussis (ptxS1l) (KNORR et al.,2006;

LOEFFELHOLZ, 2012; TATTI et al.,2008; TATTI et al.,2011).
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Como controle interno das reacdes, alguns grupos utilizam o gene que codifica
para ribonuclease P humana (RNaseP), que atua como controle da auséncia de
inibidores da reacdo de PCR e também como controle positivo da reacéo, indicando
a integridade da amostra clinica do paciente e atestando a qualidade do método de
extracdo do DNA (TATTI et al.,2008; TATTI et al.,2011).

1.4. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés Polymerase Chain
Reaction (PCR), vem sendo considerada o teste primario para o diagnostico de
diversas doencas, apresentando sensibilidade superior a cultura e ELISA. Por se tratar
de uma técnica em que a obtencdo do resultado é rapida, a PCR pode ser um fator
crucial para diagndstico de coqgueluche durante surtos epidémicos e para controle da
doenca. Apesar da técnica também detectar organismos néo viaveis, a PCR fornece
resultados positivos por um periodo maior da doenca quando comparada com a
cultura. O CDC recomenda que a PCR seja usada como um método paralelo a cultura
(MULLER et al.,, 1997; CDC, 2000; LOEFFELHOLZ, 2003).

A PCR ainda pode apresentar resultados positivos mesmo apés dias de
tratamento com antibiéticos. Com esse intuito, Von Konig e colaboradores realizaram
uma pesquisa a fim de avaliar a sensibilidade da PCR apés a administracdo de
antibioticos em pacientes. Foi observado, em criancas que foram tratadas com
eritromicina durante quatro dias de tratamento, 56-89% de positividade para cultura e
PCR a partir de amostras de nasofaringe. Ja a partir do sétimo dia de tratamento, ndo
houve nenhum resultado positivo para a cultura, mas 56% das amostras
apresentaram-se positivas para PCR (MULLER et al.,1997; LOEFFELHOLZ, 2003).

Uma inovagéo tecnolégica, denominada PCR em Tempo Real (QPCR), vem
cada vez mais ganhando espaco nos diagnosticos e substituindo a PCR convencional.
Além de ser possivel quantificar o DNA ou RNA, ela permite o acompanhamento e
monitoramento da reacao para obtencao dos resultados, sendo entdo mais simples,
rapida, sensivel e especifica, ndo exigindo analise em gel pés-amplificacdo, como é
feito para PCR convencional (RAEYMAEKERS, 2000).

Devido a alta sensibilidade da técnica (70-100%), em alguns casos excedendo
a sensibilidade de métodos convencionais, e a alta especificidade (86-100%), varios

estudos tem mostrado a sua aplicabilidade na deteccdo de agentes patogénicos,
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tornando-se um método alternativo para o diagnostico de diversas doencas

infecciosas, inclusive a coqueluche (TATTI et al.,2008).

A reacao de gPCR € baseada na deteccéo de um sinal fluorescente que emite
um sinal proporcional & amplificagéo do alvo durante a reacdo. No momento em que
se atinge o limiar da fase exponencial da reacdo, denominado Cycle Threshold (Cy), é
possivel quantificar o alvo. A intensidade da fluorescéncia aumenta proporcionalmente
de acordo com o produto amplificado na gPCR. Sendo assim, os valores da
intensidade da fluorescéncia sdo gravados a cada ciclo, representando a quantidade
e produto amplificado em tempo real. Portanto, quanto maior o numero de copias da
amostra alvo, mais rapidamente se observa o sinal da fluorescéncia, ocorrendo um
menor Ct (LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION., 2012; NOVAIS e ALVES, 2004).

O método de gPCR oferece diversas vantagens como: a eliminacdo do
processo pos-amplificacdo, maior sensibilidade e especificidade, reducdo no tempo
de liberacdo dos resultados e reducdo no risco de contaminacdo ambiental
proveniente da manipulacdo dos tubos pos-amplificacdo, sendo assim, um método
promissor empregado ao diagndstico de doencas (PODDAR, 2001; KOSTERS et
al.,2002; SLOAN et al.,2002).

Atualmente, existem diversos formatos de reagcdes baseadas em gqPCR, todos
possuem o mesmo principio e sensibilidade, variando apenas no tipo de conformacéo
da sonda utilizada. Os formatos de gPCR mais comuns sao sistemas fundamentados
em sondas de hidrdlise, como por exemplo TagMan®, sistemas que utilizam-se de
sondas de hibridizacdo, como Molecular Beacons, e sistemas que empregam corantes
intercalantes de DNA dupla fita, como SYBR® Green | que é um ligante que se
intercala quando ha formacao de dupla fita de DNA (GONCALVES, 2011).

O sistema TagMan® é fundamentado em uma sequéncia de nucleotideos
complementar ao alvo, comumente conhecida como sonda, contendo uma molécula
fluorescente ou fluor6foro na extremidade 5 e uma molécula que captura a
fluorescéncia do fluoréforo, chamada quencher, na extremidade 3’. A sonda liga-se ao
amplicon durante cada fase de anelamento e durante a reacéo de polimerizacédo dos
nucleotideos no molde de DNA, a enzima Tag DNA-polimerase hidrolisa a sonda
devido a atividade exonuclease 5'-3' da enzima. Esse fenbmeno separa o fluoréforo
do quencher, de forma que a fluorescéncia do fluoroforo seja liberada no meio e
detectada pelo no sistema (Figura 1.12) (ESPY et al.,2006; EUROGENTEC, 2016).
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Figura 1.12: Reacéo de qPCR utilizando o sistema TagMan®®.

Fonte: Extraido de Biometrix Bioenergética, 2013.

O SYBR® Green | € um intercalante de DNA dupla fita (Figura 1.13), sendo
utilizado para detecgéo nio-especifica. E um corante que emite fluorescéncia a cada
vez que se liga ao DNA, sendo entdo necessario apenas um par de iniciadores
especificos para o alvo. A quantidade de corante que se intercala no DNA é sempre
proporcional a quantidade de alvo gerado. A sua vantagem € este método possui um
custo relativamente baixo quando comparado com as sondas de hidrélise, assim como
sua facilidade de uso. Porém, por ser um corante inespecifico, pode corar também
dimero de primers e outros produtos inespecificos, ndo detectando apenas o alvo da
reacao (LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION., 2012; GONCALVES, 2011).
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Figura 1.13: Corante SYBR® Green (verde) intercaladona dupla-fita de DNA.

Fonte: Life Technologies, 2012.

Outro tipo de sonda utilizadas em gPCR séo as chamadas Molecular beacons,
que sdo oligonucleotideos usados como sondas de fita simples. Ao contrario do
sistema de sonda de hidrélise, a molecular beacon forma um hairpin na sua estrutura
se anelando com ela mesma, criando uma estrutura em grampo. Apoés hibridizar-se
em seu alvo, elas se soltam, retornando a sua conformacao original, e ndo sendo
destruidas (GOEL et al., 2005).

1.4.1. LimitacGes da qPCR e possiveis solu¢cbes

Devido ao enorme progresso no desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular e biotecnologia, os métodos baseados na amplificacdo de acidos nucleicos
(DNA ou RNA) sao utilizados rotineiramente nos laboratorios que realizam diagndstico
de doencas infecciosas. Eles sdo considerados essenciais para o diagnostico

precoce, rapido e preciso, levando a administracdo do tratamento adequado e,
naturalmente, promovendo qualidade de vida para o paciente (MIYACHI, 2001).

A gPCR é utilizada em diversos laboratérios de diagnosticos, e cada vez mais,
se descobre os pontos positivos e negativos da técnica. Apesar das suas vantagens,
a qPCR apresenta variaveis que necessitam ser controladas e evitadas. Dentre elas,
as principais concentram-se normalmente nos resultados falsos-positivos e falsos-

negativos. Os resultados falsos-positivos séo conhecidos desde a década de 90,
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sendo considerado uma das mais graves preocupacdes, e devem-se principalmente
a contaminacdo gerada por produtos que foram anteriormente amplificados,
conhecidos como amplicons (VALENTINE, 2002; PERSING, 1991; NIESTERS, 2002).

Apesar de ser um problema que também pode ser encontrado em outras
metodologias de diagnostico, no caso da gPCR a amplificacdo de amplicons
contaminantes resulta em falso positivo, fato que esta relacionado a alta sensibilidade

do teste, capaz de detectar apenas uma copia do alvo desejado.

As primeiras recomendacdes para evitar contaminagdes foram descritas por
Kwok e Higuchi em 1989, que defendiam a importancia de um protocolo bem
delineado, sendo o instrumento mais importante e crucial para evitar esse tipo de
problema (KWOK & HIGUCHI, 1989).

Para garantir a qualidade de um resultado verdadeiramente positivo, algumas

regras devem ser implementadas em laboratérios que empregam a qPCR, entre elas:

O teste deve ser realizado em trés salas diferentes: (i) sala para o preparo dos
reagentes e mix de gPCR, (ii) sala para o preparo e aplicacdo da amostra e (iii) sala
para amplificacdo e deteccdo (BURKARDT, 2000; HUBNER et al.,1999).

- A organizacao do laboratério é essencial para evitar a contaminacdo. Cada
area deve ter seu préprio EPI, ndo havendo troca entre areas (BURKARDT, 2000;
HUBNER et al.,1999; CONRATHS &SCHARES, 2006);

- A utilizacdo de controles na reacdo, positivos e negativos. Caso haja
amplificacdo de um controle negativo, o ensaio deve ser repetido. Se o resultado se
mantiver positivo, € um indicador de contaminacao laboratorial e/ou de reagentes.
Nesse caso, recomenda-se preparar uma nova reacao utilizando novas aliquotas de
reagentes e amostras, assim como 0s espacos devem ser devidamente desinfetados
(BURKARDT, 2000);

- O cuidado com a manipulacdo do material e a pipetagem sdo muito
importantes. A pipetagem deve ser feita de maneira precisa para evitar a formacao de
bolhas e aerossois. E necessario também ter cuidados com a manipulacdo de

equipamentos, termocicladores e pipetas (BURKARDT, 2000).

- A fonte de contaminagdo cruzada por amplicon é a mais comum e a que
necessita de maior atencao dentro de um laboratério. O amplicon se forma através de

um fragmento amplificado anteriormente de uma reagcdo de PCR ou (PCR,
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permanecendo no ar em forma de aerossol. Por se apresentar na forma de aerossol,
a sua dispersao no ar pode permanecer em muitas superficies por longos periodos de
tempo, podendo depositar-se em pipetas, bancadas, refrigerados, macanetas e
puxadores, microtubos, placas de reacdes de experimentos posteriores, resultando
em falsos-positivos (CHAMPLOT et al.,2010).

- Eliminar contaminacfes geradas por amplicons apresenta varios desafios,
pois requer agentes de descontaminacgao que atuem com grande eficiéncia e que nao

interfiram na sensibilidade e reprodutibilidade da reacdo de gPCR e PCR.

1.4.2. Uracil-N-Glicosilase (UNG)

Um meétodo enzimatico, baseado na atuacdo da enzima Uracil N-Glicosilase
(UNG), permite a eliminacdo de contaminacdo cruzada. (LONGO et al.,.,1990).
Durante a o preparo da reacdo, a mistura de dTTPs € substituido por uma mistura
contendo dUTP, resultando em produtos de amplificacdo que contenham uracila ao

invés de timina.

A atuacdo da UNG ocorre um passo antes de iniciar a gPCR propriamente dita.
Durante seu processo de atuacédo, caso haja contaminacdo com amplicon de reacdes
anteriores, isto €, contendo dUTP ao invés de dTTP, a UNG cliva-o, degradando-o e
impedindo que haja sua amplificacdo (Figura 1.14) (LONGO et al.,1990; CHAMPLOT
et al.,2010).

Esse fenbmeno néo afeta a reacao de amplificacdo natural do DNA que estara
sendo analisado. Dessa forma, esse processo, quando utilizado em gPCR, é
altamente eficaz se o contaminante contiver uracila ao invés de timina (LONGO et
al.,1990; CHAMPLOT et al.,2010).
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Figura 1.14: Atuacéo da enzima Uracil-N-Glicosilase (UNG) na fita de DNA contendo uracila.

Fonte: Applied Biosystems, 2013.

1.4.3. Gelificagcéo

Para realizar as reacdes de gPCR no diagnostico de doencas como a
coqueluche é necessario que os laboratdrios possuam elevada infraestrutura e
sistema de logistica para que haja o armazenamento e estocagem adequada de
material e de reagentes. Como utilizam-se muitos reagentes para realizar uma reacao
padrao de gPCR (mastermix, conjunto de sondas e iniciadores, cofatores,
potencializador da Tag® DNA-Polimerase, entre outros), a manipulacdo torna-se
muito maior e as chances de contaminacdo e erros de operacdo aumentam.
Atualmente, os testes de qPCR para coqueluche séo realizados apenas em alguns
LACENS e no Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo.

Diante de todas essas dificuldades, a técnica da gelificacdo (Figura 1.15) pode
ser utilizada como alternativa para reducéo de custos. Isso ocorre porque essa técnica
minimiza fatores relacionados a logistica de armazenamento, evita o0 risco de
contaminacgdo cruzada por reduzir a manipulacdo do operador, diminui os erros de
operacéo e erros de pipetagem, elimina a cadeia gelada, melhora a comodidade do

operador e simplifica o teste (SUN et al.,2013).
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Reacao de Gelificacao

Taq Polimerase Z Primers

Agentes gelificantes Agentes estabilizantes

c 6 7 N
A T U

Nucleotideos Mix de PCR

Figura 1.15: Esquema geral de exemplificagcdo uma reacdo de Gelificacao.

A metodologia baseia-se na eliminacdo da agua solvente da reacdo com a
adicao de agentes estabilizantes e gelificantes e submissédo da mistura a uma estufa
de secagem a vacuo. Com isso, a agua de todos os reagentes é quase totalmente
eliminada, ndo havendo nenhuma reacao adversa que interfira na atividade da Taq-
DNA-Polimerase (IGLESIAS et al., 2014; SUN et al., 2013).

Para uso, é preciso somente reidratar a reacdo com agua e com a propria
amostra, em quantidade necessaria para ajustar o volume da reacdo (IGLESIAS et
al.,2014; SUN et al.,2013).

A gelificacdo € uma alternativa de baixo custo, podendo ser aplicada em
laboratorios e hospitais de baixa infraestrutura. Isso acontece pois ndo ha
necessidade de estocagem de reagentes e o diagnostico pode ser realizado no préprio
centro médico, ndo necessitando enviar a amostra suspeita para os laboratérios de

referéncia.

Em outros estudos realizados pelo nosso grupo, mostramos que a eficiéncia,
sensibilidade e especificidade da reacdo gelificada se manteveram igual aos
resultados de reacdes convencionais (formato liquido) de gPCR (RAMPAZZO et

al.,manuscrito em preparacéo, 2014).
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2. OBJETIVOS

* Objetivo Geral:

- Desenvolver e aprimorar uma reacdo baseada em PCR em Tempo Real para

o diagndstico diferencial de Bordetella, usando insumos produzidos pelo IBMP.
Objetivos Especificos:

- Desenvolver e padronizar o teste de qPCR para o alvo “IS481” de Bordetella

sp. e para o alvo “ptxS1” de Bordetella pertussis;
- Incluir controles internos para genes humanos;
- Incorporar enzima descontaminante UNG nas reacgdes de qPCR;
- Gelificar as qPCR obtidas para os alvos 1S481 e ptxS1;

- Determinar a especificidade e sensibilidade analiticas das reacfes

desenvolvidas com amostras clinicas previamente caracterizadas;

- Iniciar o estudo de estabilidade das reacdes gelificadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Neurologia de Curitiba
(INC) em abril de 2016 sob o numero: 52475215.4.0000.522.

3.1. Sequéncias-alvo e amostras de DNA:

Os dois alvos genbémicos foram escolhidos a partir de trabalhos da literatura
gue preenchessem alguns requisitos, tais como utilizar o sistema TagMan®, ser
onipresente no género Bordetella e ser especifico para discriminar as espécies dentro
do género. Foram escolhidos como alvos gendmicos onipresente no género a regiao
IS481 (GenBank accession n°. M28220) e o gene da toxina ptxS1 (GenBank accession
n°. M14378) como alvo especifico de B. pertussis (TATTI et al.,2008; TATTI et
al.,2011; PITTET et al.,2014).

O DNA de duas cepas de Bordetella pertussis foram adquiridos da empresa
ATCC (American Type Culture Collection): cepa Tahoma 1 (ATCC-BAA-589D-5) e
cepa 18323 (ATCC-9797D-5). O DNA da cepa 10536 (ATCC-10380) foi gentilmente
cedido pela Dra. Rosangela Stadnick Lauth de Almeida Torres (LACEN-PR).

A concentragdo do DNA recebido foi determinada em espectrofotometro
Denovix através da absorbancia da luz no comprimento de onda de 260 nm e as
solucdes estoques foram preparadas e armazenadas a 10 ng/pL em ultrafreezer a -
80 °C. A partir destes estoques, diluicbes seriadas (1:10) foram realizadas para
estabelecer os pontos das curva de concentracdo utililizados para determinar a
sensibilidade analitica do teste (1 nanograma até 10 atogramas). Os dois ultimos
pontos da curva (100 atogramas e 10 atogramas) foram avaliados em replicatas com
12 pontos para cada concentracao. Considera-se o limite de detec¢cdo como o ponto
onde houver deteccédo entre 25 a 75% das replicatas (Dra. Helen Murphy, FDA/USA,

comunicacao pessoal). Posteriormente, este limite foi validado com amostras reais.

3.2. Iniciadores e Sondas:

Os oligonucleotideos, apresentados na Tabela 3.1, foram obtidos de trés
fornecedores distintos: das empresas Biosearch Technologies e Sigma Aldrich, ou
sintetizados no Setor de Sintese de Oligonucleotideos do Instituto de Biologia

Molecular do Parana (IBMP/Fiocruz PR). Os conjuntos de oligonucleotideos séo
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compostos por um par de iniciadores e uma sonda TagMan® especificos para cada

um dos genes alvo.

Para otimizagdo da reagéo para os alvos 1S481 e ptxS1, testamos diversas
concentracfes de iniciadores forward e reverse. As concentracfes das sondas se
mantiveram de acordo com os estudos ja publicados, sendo 0,1 uM para 1S481
(PITTET et al.,2014) e 0,3 uM para ptxS1 (TATTI et al.,2008).
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Tabela 3.1 Padronizacéo dos iniciadores para os alvos 1S481 e ptxS1.

Tamanho do

Alvo Iniciadores e Sequéncia Concentragdo ModificagOes amplicon Referéncias
sonda (5’_,3’) (HM) 5.3’ (pb)
I1S481-109F CCGGTGAACACCCTAAGC 0,4
B. pertussis
P IS481-179R CGATCAATTGCTGGCCATTT 0,4 FAM-BHQ1 70 (PITTET, et
1S481 al.,2014)
I1S481-130TP TGCCCGATTGACCTTCCTACGTCGA 0,1
402U16 CGCCAGCTCGTACTTC 0,7
Toxina B. TATTI et
pertussis 4421.15 GATACGGCCGGCATT 0,7 55 ( °
ptxS1 FAM-BHQ1 al.,2008)
419U22pPr AATACGTCGACACTTATGGCGA 0,3
RNasePF AGATTTGGACCTGCGAGCG 0,4
RNasePR GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 0,4
RNaseP HEX-BHQ1 65 (WHO, 2009)
RNasePP_H  rrcreaccTeaaceeTCTGCGCG 0.2
18S2F GAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCA 0,4
i (Rampazzo et
rRNA 18S HEX-BHQ1 144 al.,submetido)
18S2R CCCGTCGGCATGTATTAGCTCT 0,4

P: Sondas; ' BHQ1 posicionado no nucleotideo 14 T (sublinhado).
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3.3. Determinacao datemperatura de anelamento

Para o alvo I1S481, Tatti e colaboradores (2008) e Pittet e colaboradores (2014),
utilizam temperatura de 60°C. Ja para ptxS1, a temperatura de anelamento publicada
é de 57°C (TATTI et al.,2011).

A fim de reduzir os gastos e otimizar o ensaio, foram testadas quatro
temperaturas (57°C, 60°C, 62°C, e 65°C), visando realizar as duas deteccdes na

mesma placa.

3.4. Adicao de cofatores nareacéao
3.4.1. Variacdo na concentracdo do cofator magnésio (Mg2+)

As reacdes para os dois alvos genémicos, 1S481 e ptxS1, foram otimizadas
utilizando-se dois sais de magnésio, MgSO4 ou MgClz, com concentracbes que
variaram de 1,5 mM até 15 mM (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Padronizacdo de cofatores utilizados na reacdo para os alvos 1S481 e ptxS1.

Cofator
Sulfato de Magnésio Cloreto de Magnésio

(MgSOa (MgCly
1,5mM 1,5mM
2mM 2 mM

3mM 3 mM

6 mM 6 mM

9 mM 9 mM

12 mM 12 mM
15 mM 15 mM

3.4.2. Adicao de ROX, albumina de soro bovino (BSA), glutamato de potassio e
acetato de aménio
Para aumentar a estabilidade e reprodutibilidade do teste, as rea¢Ges para 0s
dois alvos genémicos foram testadas também na presenca de ROX (30 ou 300 nM)
(Sigma, Cat. N° 21965) como referéncia passiva, BSA (0,5 ou 1,0 ug) (Roche, Cat. N°
10738328103), glutamato de potassio (20mM, Sigma, cat n° 6106-04-3) ou acetato de
amonio (60 mM, Sigma, cat n° 631-61-8).
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3.5. PCR em Tempo Real

As reacoes qPCR foram realizadas no equipamento ABI7500 (Life
Technologies, EUA) em placas de 96 poc¢os. Os componentes da PCR, tais como
tampdao para mistura de PCR 2X (tampéo e sais), cofatores (sulfato de magnésio ou
cloreto de magnésio), ROX, BSA e dNTPs foram produzidos e/ou fornecidos pelo
IBMP/Fiocruz PR.

As reacOes foram padronizadas para o volume final de 20 pL, considerando

adicao de 5 pL de amostra (DNA extraido).

As otimizacgdes foram feitas para todos os alvos separadamente. A ciclagem a
seguir foi utilizada para os dois alvos, alterando apenas a temperatura de anelamento
(ver item 3.3). A ciclagem seguiu com 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, seguido por 50
ciclos de (95°C/15 segundos e 62°C ou 60°C ou 57 ou 65°C por 1 minuto. Nas reagdes
contendo UNG, um ciclo de 50°C por 2 min foi adicionado no inicio da ciclagem

mencionada acima para ativacdo da enzima (ver item 3.4.3).

3.6. Purificacdo do amplicon e incoporacgéo da enzima Uracil-N-Glicosylase
(UNG)

Em todas as reacdes, nucleotideos dTTP foram substituidos por dUTP no mix
de nucleotideos, visando futura incorporacao da enzima UNG no sistema. O produto
de uma gPCR para o alvo 1S481, ja contendo dUTP no mix, foi purificado com o kit
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Cat N° 11796828001) e quantificado
através de absorbancia UV em 260 nm. O amplicon purificado foi adicionado em
diferentes concentracdes as reacbes de PCR a fim de simular uma contaminacéo
ambiental num laboratério de rotina. Diante de diferentes niveis de contamina¢ao, um
deles foi escolhido para avaliar a eficiéncia da enzima UNG em eliminar o amplicon

no presente ensaio multiplex.

Ainda, foram testados diferentes niveis de contaminacéao (Figura 3.1), sendo
que a concentracao de 1 fg foi escolhida por simular uma contaminagcdo ambiental
(aproximadamente em Ct 32). A enzima UNG ¢é ativada por incubacdo a 50°C por 2
minutos para degradacdo do amplicon, e posteriormente inativada a 95°C por 10

minutos juntamente com a ativacdo da Taq DNA Polimerase Hot Start.
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Figura 3.1: Curva de diluicdo de amplicom de B. pertussis (1S481). Concentracdes de 1 pg a 1 fg de
DNA.

3.6.1. Incorporacao de controles internos: alvos humanos rRNA 18S e RNaseP

A deteccéo de genes humanos na reacdo de qPCR para diagnostico humano
€ utilizada como controle de diversos parametros da reacéo, tais como presenca da
amostra na reacdo e qualidade da amostra (integridade e pureza do DNA), além de
validar o correto funcionamento dos reagentes (mastermix, dNTPs, etc) e do sistema
de deteccédo (hardware e software).

Para o presente projeto, avaliamos a presenca da sequéncia de dois genes no
genoma humano, sendo o RNA ribossomal 18S (GenBank acesso n° gb|DQ287955.1)
e RNaseP (GenBank acesso n° NM006413). As sequéncias dos oligonucleotideos
para RNaseP foram obtidas da literatura (WHO, 2009b). As sequéncias dos
oligonucleotideos para 18S foram desenvolvidas pelo nosso grupo. Ambos os

conjuntos, sequéncias e concentracdes usadas estdo descritos na Tabela 3.1.

3.6.2. PCR em Tempo Real: Gelificagéo

Apbs a padronizacao da reacdo no formato convencional (liquido), a reacéo de
gPCR gelificada foi preparada para o volume final de reacdo de 20 pL, com remocéo
de 4gua da receita e adicdo de 5 pL de mistura de gelificagéo (B&M, 2012).

Os reagentes da gPCR sdo misturados aos compostos estabilizantes e
gelificantes e sao aliqguotados na placa de gPCR. Em seguida, a mistura foi submetida
a ciclos de secagem a vacuo sob pressdo de 30 mbar (B&M, 2012) por

aproximadamente 2 horas. Desta forma, aproximadamente 15-20% das moléculas de
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agua permanecem na amostra, diminuindo o efeito inibitério do ressecamento na
atividade enzimatica necesséria para a gPCR.

As placas gelificadas permaneceram armazenadas a 4°C por 12 a 24 horas
para estabilizar a reacéo, sendo utilizadas em até uma semana apoés a gelificacdo. A
ciclagem para as reac0fes gelificadas foram as mesmas utilizadas nas reacdes liquidas

(ver item 3.3).

3.7. Teste de Especificidade Analitica

Para confirmar a especificidade da reacdo, foram utilizados DNA de 51
microrganismos (31 bactérias e 12 fungos) relacionados a infec¢cdes do trato
respiratério (Tabela 3.3). Os testes foram realizados com as rea¢des padronizadas
tanto no formato liquido quanto gelificado.
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Tabela 3.3: Microrganismos utilizados no teste de especificidade analitica.

Identificagdo dos microrganismos

Staphyloccocus aureus (strain MRSA C1A2)

Enterobacter aerogenes (strain 16)

Staphyloccocus aureus (strain MRSA C1A3)

Enterobacter aerogenes (strain 35)

Enterococcus faecalis (strain C1A4)

Klebsiella oxytoca (strain 204)

Enterococcus faecalis (strain C1A6)

Klebsiella oxytoca (strain 635)

Enterococcus faecium (strain VANA)

Morganella morganii (strain 46C)

Enterococcus faecium (strain VANB)

Streptococcus pyogenes (strain ERMA)

Staphylococcus haemolyticus (strain 31)

Streptococcus pyogenes (strain ERMB)

Staphylococcus haemolyticus (strain 35)

Listeria monocytogenes (strain 384L)

Burkholderia cepacia (strain C11)

Listeria monocytogenes (strain 394L)

Burkholderia cepacia (strain C15)

Streptococcus pyogenes (strain R4)

Burkholderia stabilis (strain 12)

Streptococcus pyogenes (strain R5)

Burkholderia multivorans (strain 31)

Citrobacter freundii (strain 866)

Acinetobacter baumannii (strain 28)

Pseudomonas aeruginosa (strain PAES)

Acinetobacter baumannii (strain 39)

Candida albicans (stran 296)

Streptococcus agalactidae (strain C1A6)

Candida albicans (strain 297)

Streptococcus agalactidae (strain C1A10)

Candida paropsilosis (strain 140)

Staphylococcus epidermidis (strain 8)

Candida paropsilosis (strain 159)

Staphylococcus epidermidis (strain 10)

Candida glabrata (strain 56)

Stenotrophomonas maltophilia (strain 440)

Candida glabrata (strain 57)

Stenotrophomonas maltophilia (strain 6430)

Candida tropicalis (strain 76)

Enterobacter cloacae (strain 254)

Candida tropicalis (strain 81)

Enterobacter cloacae (strain 407)

Candida krusei (strain 27)

Proteus mirabilis (strain 95)

Candida krusei (strain 28)

Proteus mirabilis (strain 341)

Aspergilus fumigatus (strain 71)

Serratia marcescens (strain 27)

Aspergilus fumigatus (strain 75)

Serratia marcescens (strain 290)

3.8. Validacado dareacdo com amostras previamente caracterizadas pelo
LACEN-PR

Para a validacéao interna do teste desenvolvido, 0 LACEN-PR cedeu DNA de
123 amostras de diferentes classificagées diagndsticas, de acordo com os resultados
obtidos pelo LACEN-PR. As amostras foram classificadas em: Amostras PCR positivo,
amostras border line, amostras PCR negativo, amostras PCR e cultura negativo e
amostras controle PCR e cultura negativo (pacientes sem sintomas). As amostras
foram testadas em duplicata com as reac¢des padronizadas no formato liquido para os
alvos 1S481 e ptxS1. Parte das amostras foi testada também com a reagcdo em formato

gelificado.
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3.9. Clonagem do amplicon de 100 ag de B. pertussis

Para confirmar o limite de deteccé&o para o alvo de B. pertussis, realizamos uma
PCR convencional utilizando duas concentracfes diferentes de DNA de B. pertussis
(2 ng e 100 ag), utilizando os iniciadores para detecgéo de 1S481. A ciclagem utilizada
foram de 95°C por 2 minutos seguidos de 30 ciclos a 95°C por 15 segundos, 55°C por
20 segundos e 72°C por 20 segundos. Ao final da ciclagem, adicionamos um passo
final de 72°C por 7 minutos. Os produtos da reagao foram visualizados em um gel de
agarose 2% corado com brometo de etideo. Para estimar o tamanho dos amplicons,

utilizamos o marcador 1 kb e 50kb (Invitrogen®).

Ap0s a visualizacdo das bandas, o amplicon foi clonado no vetor pGEM®-
Teasy (Promega), sendo posteriormente usado para transformar E. coli (cepa Top 10).
Apos o crescimento e selecao das colbnias, foi realizada PCR de coldnia das amostras

selecionadas utilizando os iniciadores de B. pertussis (1S481).

Os clones selecionados foram cultivados em 3 mL de LB meio liquido e
antibiotico amplicilina (25mg/ml) para selecédo. No dia seguinte, os plasmideos foram
purificados com o kit NucleoSpin® Plasmid QuickPure (Macherey Nagel Cat. N°
740588.10). Posteriormente, para visualizacao e confirmacgé&o dos clones, realizamos
uma reacao de PCR convencional. Para a reacdo com concentracdo de DNA inicial
de 2 ng, utilizamos os iniciadores 1S481. J& para a concentracdo de DNA inicial de
100 ag foi realizada uma reacdo com iniciadores M13 do vetor (pbGEM®-Teasy®
Promega). Todos os produtos foram visualizados em gel 2% de agarose corado com
brometo de etidio. Ap6s a confirmacdo dos tamanhos dos amplicons, as amostras

selecionadas foram enviadas para o sequenciamento de Sanger.

3.10. Sequenciamento do amplicom de 100 ag de B. pertussis

A preparacao de plasmideos contendo os amplicons das diluicdes de 2 ng e

100 ag foram enviados para sequenciamento Sanger na empresa WemSeq.

Posteriormente, as sequencias obtidas pelo sequenciamento foram analisados
pelo programa online BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) para verificagao
de homologia com sequencias genémicas de B. pertussis, depositadas no GenBank,
referentes a amplificacdo do gene IS481 de B. pertussis, e somente com 0 genoma

da cepa Tohama | de B. pertussis (accesseion number BX470248).
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacdo da concentracdo dos cofatores MgSO4e MgCl:2

O ion Mg2+ é um importante cofator da enzima Taq DNA polimerase, e sua
concentracdo tem grande influéncia na eficiéncia da gPCR. Assim, realizamos
diversas qPCR para os alvos 1S481 e ptxS1 variando a concentragdo dos cofatores
sulfato de magnésio (Mg2SOa) e cloreto de magnésio (MgClz2), de acordo com a Tabela
3.2. Iniciadores e sondas foram usados nas concentracdes padronizadas por outros
grupos (PITTET et al.,2014; TATTI et al.,2011).

De acordo com as curvas de diluicdo de DNA obtidas, a reacdo que apresentou
melhor eficiéncia (analisada através do coeficiente de regressao linear) e menor limite
de deteccao das diluicbes de DNA foi aquela na presenca de MgSOa4 na concentracéo
de 6mM para 1S481 (FIGURA 4.1) e também para o alvo ptxS1 (FIGURA 4.2).
Concentracdes maiores do que 6 mM nao modificaram a eficiéncia da reacéo.
Curiosamente, as reacoes realizadas na mesma concentracdo de MgClz ndo tiveram

0 mesmo desempenho.

4.2. Determinacao da concentracao de oligonucleotideos e protocolo de
amplificagéo

Variamos as concentragcdes de iniciadores e sondas para amplificacdo, em
separado, dos alvos 1S481 e ptxS1. A concentracdo que apresentou maior qualidade
de deteccdo, caracterizada por uma curva uniforme e melhores eficiéncias de
amplificacdo, foi o conjunto de oligonucletideos com 0,4 uM dos primers foward e
reverse e sonda a 0,1 uM para 1S481 (Figura 4.1); e 0,7 uM dos primers foward e
reverse e sonda a 0,3 uM para ptxS1 (Figura 4.2). As concentragfes dos controles
humanos internos ja foram padronizadas anteriormente pelo grupo, sendo fixadas com

as mesmas concentracdes nas presentes reagoes (Tabela 4.1).
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Figura 4.1: Reacdo para a deteccdo do alvo 1S481 com iniciadores, sonda e cofator MgSQOa4
padronizados. Concentracdes de DNA de 10 pg a 1 fg. Tracados representativos de 10 experimentos

Amplification Plot
1000000

100000

=
o 10000
=1

1000

100

18 2 22 34 2§ 2 30 A M 3 38 40 42 &
Cyele

Figura 4.2: Reacdo para a deteccdo do alvo ptxS1 com iniciadores, sonda e cofator MgSOa4
padronizados. Concentracdes de DNA de 10 pg a 10fg. Tracados representativos de 9 experimentos.

Tabela 4.1: Iniciadores e sondas selecionados para otimizacdo da reacdo para deteccdo 1S481 e ptxS1.

Alvo 1S481 ptxS1 18S
Iniciador foward e reverse 0,4 uM 0,7 uM 0,4 uM
Sonda 0,1 uM 0,3 uM 0,2 uM

Para determinar a melhor temperatura de anelamento, partimos da premissa
gque ambas as reacdes ocorreriam na mesma placa, portanto a temperatura de
anelamento deve ser a mesma. Entretanto, as temperaturas 6timas publicadas sdo de
60°C para o alvo 1S481 (PITTET et al.,2014) e 57°C para ptxS1 (TATTI I., 2011).
Quando as reagOes foram testadas a 60°C, apenas o alvo 1S481 foi amplificado.
Quando as reacdes foram testadas a 57°C, ambos os alvos foram amplificados.

Assim, 57°C foi a temperatura escolhida para continuidade dos experimentos.
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4.3. Adicédo de ROX, albumina de soro bovino (BSA), acetato de amonio e
glutamato de potassio

O corante de referéncia passiva ROX foi testado em duas concentracoes, 30 e
300 nM. Observamos que ambas as condicdes proporcionaram resultados
semelhantes, portanto, optou-se por continuar os experimentos com a concentragao
de 30 nM. As Figuras 4.3 e 4.4 mostram, respectivamente, tracados representativos
para a deteccao dos alvos 1S481 e ptxS1 na presenca de 30 nM de ROX. O efeito da
presenca de ROX pode ser visualmente observado ao se comparar as curvas das

figuras 4.3 e 4.4 com as curvas das figuras 4.1 e 4.2, realizadas na auséncia de ROX.
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Figura 4.3: Reacéo para a deteccdo do alvo I1IS481com adi¢édo de 30nM de ROX. Concentragdes de
DNA de 10 pg a 1 fg. Tragados representativos de 8 experimentos.
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Figura 4.4: Reacéo para a deteccdo do alvo ptxS1 com adi¢cdo de 30nM de ROX. Concentragfes de
DNA de 100 pg a 100 fg. Tracados representativos de 11 experimentos.

Testamos também a adi¢cdo de BSA em duas concentracdes diferentes (0,5 e
1,0 pg/ul). Nas reacbes contendo 0,5 pg de BSA, na presenca de ROX, foi possivel
aumentar um log no limite de detecc¢ao para o alvo 1S481, detectando a partir de agora
até 100 ag de DNA de B. pertussis (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Reacéo para a deteccao do alvo 1S481 com adicéo de 0,5 pug de BSA. Concentracdes de
DNA de 10 fg a 100 ag. Tracados representativos de 14 experimentos.

J& a adicdo de glutamato de potassio (20mM) ou acetato de aménio (60mM)

nao tiveram efeito algum sobre as reacdes para ambos os alvos.

4.4. Substituicdo de dTTP por dUTP no mix de nucleotideos

Para ambos os alvos, foi realizada a substituicdo de dTTP por dTUP no mix de
nucleotideos, visando futura incorporacdo da enzima UNG na reacdo. Foi possivel
observar que a substituicdo de dTTP por dTUP no mix de nucleotideos ndo apresentou
diferenca nas curvas de amplificacdo quando sobrepostas para ambos os alvos como
mostram as Figuras 4.6 para o alvo ptxS1 e Figura 4.7 para o alvo 1S481.
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Figura 4.6: Substituicdo do mix contendo dTTP (rosa) pelo mix contendo dUTP (verde) para o alvo
ptxS1 (1 ng-100 fg). Tracados representativos de 9 experimentos.
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Figura 4.7: Substituicdo do mix contendo dTTP (vermelho) pelo menos contendo dUTP (azul) para o
alvo 1S481 (10 pg-1 fg). Tragados representativos de 8 experimentos.

4.5. Incorporacdo da enzima Uracyl N-Glicosylalse (UNG)

Apbs a substituicdo de dTTP por dUTP no mix de nucleotideos, avaliamos a
capacidade da enzima UNG em eliminar uma contaminacdo ambiental, simulada
através da contaminacao artificial da qPCR com 1 fg de amplicon de 1S481, purificado
de uma gPCR realizada na presenca de dUTP. A Figura 4.8 mostra a reagdo com
DNA a ser detectado (laranja), e a reagéo controle NTC, onde nenhum DNA deveria

ser detectado mas esta artificialmente contaminada com o amplicon (em azul).
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Figura 4.8: Contaminacéo artificial da reacao com amplicon contendo dUTP purificado de B. pertussis
(em azul). Tracados representativos de 5 experimentos.
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Ja quando adicionamos a enzima UNG (Figura 4.9) no mix de gPCR, a enzima

UNG se torna eficiente, eliminando o amplicon presente no controle negativo (em

azul).
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Figura 4.9: Adicdo da enzima UNG na reacéo, eliminando a presenca do amplicon (em azul). Tragados
representativos de 5 experimentos.

Nossos resultados mostram que a adicdo da enzima UNG é eficaz na
eliminagdo dos amplicons introduzidos artificialmente nas reagdes de QPCR,
minimizando potencial obtencao de resultados falsos-positivos e nao interferindo na

amplificacdo da amostra real.

4.6. Incorporacgao de controles internos: alvos humanos rRNA 18S e RNaseP

ApOs a padronizacdo da reacdo para os alvos em formato singleplex,
adicionamos na reac¢ao controles internos de amplificacéo, baseados na deteccao dos
alvos humanos (RNaseP ou rRNA 18S), obtendo-se, dessa forma, reacfes duplex.
Foram avaliadas reacfes tanto para 1S481 (Figura 4.10 e Figura 4.11) quanto para
ptxS1 na presenca de RNasP ou rRNA 18S (Figura 4.12 e Figura 4.13). De acordo
com os resultados obtidos, as melhores combinacdes foram ambos os alvos utilizando
o rRNA 18S. Isso porque o alvo 18S é um gene com inUmeras copias no genoma

humano, o que torna sua detecgdo mais sensivel e consistente.
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Figura 4.10: Reacdo padronizada com inser¢cdo do controle interno humano RNaseP (verde) para
deteccdo de 1S481 (vermelho). Diluicdo de 1 pg-100 ag em triplicata. Cepa 10536. Tragados
representativos de 15 experimentos.

4 & & 10 12 14 15 13 20 22 24 33 23 30 32 34 35 3 40 42 4 45 483 5
Cyele

Figura 4.11: Reacdo padronizada com inser¢&o do controle interno humano rRNA 18S (azul) para
deteccdo de 1S481 (vermelho). Diluicho de 1pg-100ag em triplicata. Cepa 10536. Tragados
representativos de 15 experimentos.
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Figura 4.12: Reacdo padronizada com insercdo do controle interno humano RNaseP (verde) para
deteccdo de ptxS1l (rosa). Diluicho de 100 pg-100 fg em triplicata. Cepa 10536. Tracados
representativos de 15 experimentos.
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Figura 4.13: Reagdo padronizada com inser¢do do controle interno humano rRNA 18S (azul) para
detecc¢édo de ptxS1 (rosa). Diluicdo de 1 ng-100 fg em triplicata. Cepa 10536. Tracados representativos
de 15 experimentos.

4.7. Limite de deteccédo e andlise de sensibilidade do teste

De acordo com parametros de gPCR avaliados nas diversas condi¢des testadas,
foi possivel estabelecer reacdes com valores 6timos de eficiéncia e coeficiente de
determinacao (R?). Idealmente, uma reacdo de gPCR precisa e reprodutivel deve
apresentar eficiéncia proxima de 100% (variando entre 90 a 110%), significando que
o alvo duplica a cada ciclo durante a fase exponencial. A eficiéncia da qPCR pode ser
medida através da inclinacdo da regressao linear dos pontos da curva de diluicdo da
amostra, apresentando valor de -3,32 quando a reacao esta com 100% de eficiéncia.
Ja 0 R? é a medida do quéao distantes estdo os pontos experimentais dos pontos da
regressao linear obtida com estes pontos, sendo considerados aceitaveis valores
acima de 0,95. (LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION., 2012).

Para o alvo 1S481, o limite de deteccao foi de 100 ag de DNA de B. pertussis
por reacdo (Ct 355 = SD), correspondente a 0,02 genomas-equivalentes,

demonstrando a grande sensibilidade do teste. A conversao de massa molecular para
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calcular o equivalente de genomas foi feita através do tamanho médio do genoma de
B pertussis, obtida no NCBI. As cepas escolhidas para o calculo foram Tohama |,
B1917 e B1920 (numeros de acesso NCBI: BX470248.1, CP009751.1 e CP009752.1
respectivamente), uma vez que o genoma da cepa trabalhada (10536 ATCC-10380)
nao foi encontrado. A reacdo para o alvo 1S481 no formato liquido apresentou
eficiéncia de 100%, R? de 0,99 e inclinagéo da reta (slope) de -3,31 como pode ser
visto na regresséo linear presente na Figura 4.14 e Tabela 4.2.

Para o alvo ptxS1, o limite de detecc¢éo foi de 100 fg de DNA por reacéo (C: 39
+ SD), correspondente a 20 genomas-equivalentes (Figura 4.15 e Tabela 4.2). O teste
apresentou eficiéncia de 93%, com slope de -3,49 e um R2 de 0,99.
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Figura 4.14: Regressao linear do alvo 1S481. O Experimento foi realizado em triplicata utilizando a
cepa 10536. Concentracdo de DNA: 1 pg a 100 fg. Tragados representativos de 15 experimentos.
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Figura 4.15: Regresséao linear do alvo ptxS1. O Experimento foi realizado em triplicata utilizando a
cepa 10536. Concentracdo de DNA: 1 ng a 100 fg. Tragados representativos de 15 experimentos.

As reacgdes no formato gelificado foram realizadas com a mesma curva de
diluicdo da reacdo em formato liquido, para facilitar a comparacdo dos resultados.
Quando as regressoes lineares de cada curva de diluicdo do DNA sdo comparadas, €
possivel observar que as reacdes para o alvo 1S481 (Figura 4.16) e ptxS1 (Figura
4.17) no formato gelificado possuem parametros de desempenho semelhantes aos do
formato liquido, apresentando o mesmo limite de deteccéo e eficiéncia, como mostra
a Tabela 4.2.

E possivel também observar a amplificacdo esporadica do alvo ptxS1 na
concentracdo de 10 fg de DNA durante os ensaios de reprodutibilidade da reacao
gelificada (Figura 4.17). Curiosamente, este ponto nao foi detectado nas reacfes

liquidas.
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Figura 4.16: Regressao linear de uma curva de diluicdo do alvo 1S481 no formato liquido (bola) e no
formato gelificado (triangulo). Tragados representativos de 13 experimentos.
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Figura 4.17: Regresséo linear de uma curva de diluicdo do alvo ptxS1 no formato liquido (tridngulo) e
no formato gelificado (bola). Tracados representativos de 13 experimentos.
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Tabela 4.2: Valores obtido na regressao linear de gPCR no formato liquido e gelificado, e limite de
deteccédo para 1S481 e ptxS1.

Inclinacao
Alvo Formato Eficiéncia daregressao R2 Limite de
linear deteccao
Liquido 100% 33 i 0,99 100 ag
1S481
Gelificado 90% 36 ) 0,99 100 ag
Liquido 93% 34 i 0,99 100 fg
ptxS1
.pr 0 =
Gelificado 90% 35 0,99 100 fg

4.8. Teste de Especificidade Analitica

Utilizando os iniciadores e sondas especificos escolhidos para B. pertussis, nés
néo obtivemos a amplificacdo de 1IS481 em nenhum dos 51 microrganismos testados

(Tabela 3.3), demonstrando a especificidade de 100% do teste em desenvolvimento.

4.9. Validagdo da reagdo com amostras previamente caracterizadas pelo
LACEN-PR
A tabela presente no anexo 1 indica os resultados de C: obtidos com as reacdes
em ambos os formatos para o alvo 1S481 e ptxS1 (Anexo 1). Os Cts no formato liquido
e gelificado foram muito proximos para cada amostra, demonstrando que a técnica de

gelificacdo pode ser incorporada na rotina de diagnostico de coqueluche.

E possivel visualizar que algumas amostras estdo acima do limite de
deteccdo estabelecido pelo LACEN-PR (C: 29), mas dentro do nosso limite de
deteccdo (Ct 35), alterando entdo o diagndstico final destes pacientes. Todos 0s
pacientes caracterizados como positivos no LACEN-PR, também apresentam
resultado positivo na gPCR. J& parte dos pacientes com resultado negativo se
tornaram pacientes com resultados inconclusivos, em que houve amplificagdo apenas

de um alvo, supondo entéo infec¢ao por Bordetella ssp.
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4.10.Confirmacao da deteccédo de IS481 nas amostras de pacientes por
sequenciamento
Realizamos a amplificacéo do alvo 1S481 em reacfes qPCR e separamos
o produto da reacdo em gel de agarose. As Figuras 4.18 e 4.19 mostram a
produto de amplificacdo de 70 pb para duas concentracdes de DNA de B.

pertussis (2 ng na Figura 4.18 e 100 ag na Figura 4.19).
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Figura 4.18: Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio utilizando 2 ng de DNA de B. pertussis,
em duplicata, como DNA alvo. Marcador 1 kb Plus (Invitrogen).
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Figura 4.19: Gel de agarose 2% corado com brometo de etideo utilizando 100 ag de DNA de B.
pertussis, em duplicata. Marcador 50 kb Plus (Invitrogen).

Apb6s a transformacéo, as colonias foram selecionadas por PCR de colbnia,
utilizando os iniciadores 1S481. Os plasmideos selecionados apresentavam no gel
amplicon de 70 pb tanto para a reacdo com 2 ng quanto para 100 ag, tamanho que
corresponde ao amplicon de B. pertussis com os iniciadores 1S481.

Apbs o crescimento por 12-14h e a purificacdo do plasmideo, realizamos uma
reacdo de PCR convencional, utilizando como DNA os plasmideos purificados e os
iniciadores de B pertussis (IS481) para a concentracao de 2 ng (Figura 4.20), em que
apos a corrida no gel de agarose, foi possivel visualizar as bandas novamente com
tamanho de 70 pares de bases. Ja para a concentracdo de 100 ag, os plasmideos
foram amplificados utilizando iniciadores M13 do plasmideo pGEM®-T easy
(Invitrogen®) (Figura 4.21), em que foi possivel também visualizar bandas com
tamanho de 333 total (onde 263 pb seria o fragmento amplificado do vetor junto ao
fragmento com 70 pb do amplicon de B. pertussis).
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Figura 4.20: Gel de agarose apés amplificacdo de DNA plasmidial purificado obtido da reacéo com
concentracao de 2 ng de DNA utilizando iniciadores de B. pertussis.
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Figura 4.21:Gel ap6s amplificagdo de DNA plasmidial purificado na concentra¢cédo de 100 ag
utilizando iniciadores M13 do vetor pPGEM®-T easy (Invitogen®).
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4.10.1. Sequenciamento do amplicom de 100 ag de B. pertussis

Os plasmideos obtidos nas etapas anteriores foram sequenciados, o que
confirmou que o amplicon obtido durante o teste de limite de deteccdo estabelecido
no desenvolvimento do kit (100 ag), corresponde ao amplicon de B. pertussis
esperado (1S481) (Figura 4.22), alinhando com 229 sequéncias ao longo de todo o
genoma de B. pertussis (cepa de referéncia Tahoma |, accession number BX470248),

conforme a andlise com o software BLASTn (Anexo 2).

10 20 30 40 50 60 70

S e e e e I

PCR amplicon (2 ng) CCGGATGAACACCCATAAGCATGCCCGATTGACCTTCCTACGTCGACTCGAAATGGTCCAGCAATTGATCG
PCR amplicon (100 ag) ittt et e e e e et e et e e
BXA470248 (28167-2823T) ittt ittt e e e e e e e e e e e
BX470248 (2529273-2529343) ...t
BX470248 (4014923-4014993) . ...ttt et e e e L
Oligonucleotideos CCGGATGAACACCCATAAGC TGCCCGATTGACCTTCCTACGTCGA AATGGTCCAGCAATTGATCG

1S481-109F / IS481-130T \ IS481-179R (cr)
FAM BHQ1

Figura 4.22: Figura: Alinhamento de nucleotideos de amplicons da PCR em tempo real (2 ng e 100
ag), regides gendmicas de B. pertussis (cepa de referéncia Tahoma I, accession number BX470248),
e oligonucleotideos de deteccdo. Os pontos representam identidade
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5. DISCUSSAO

A coqueluche, que por muitos anos foi uma doenga controlada devido a alta
cobertura vacinal, ressurgiu nos ultimos anos. Varios fatores genéticos e
epidemioldgicos podem estar relacionados ao seu reaparecimento, tais como a cepa
vacinal ndo € antigenicamente igual a cepa circulante, imunizacéo incompleta, perda
da imunidade natural, subnotificagéo dos casos, baixa cobertura vacinal e movimentos
anti-vacinas. A vacinacao torna-se muito importante para reduzir o numero de casos
da doenca, que foi controlada durante anos nos EUA, ndo havendo nenhum namero
de casos reportados. Porém, devido aos diversos fatores citados anteriormente, a
doenca reapareceu no ano de 1974 em diversos estados do EUA, como mostra a
Figura 1.2 (LOEFFELHOLZ, M. J., C. J. THOMPSON, K. S. LONG, 2003; GENTILE,
2010; TYNAN & FRIEDMAN, 2015).

O cenério epidemiologico da coqueluche no Brasil, desde a década de 90,
apresentou reducdo significativa da incidéncia de casos (10,6/100 mil), devido a
cobertura vacinal que cobria 70% da populacdo. A medida que as coberturas
elevaram-se para valores proximos a 95 e 100%, no periodo de 1998 a 2000, a
incidéncia reduziu para 0,9/100 mil habitantes. Porém, a partir de 2012, houve uma
variagdo na incidéncia, ocorrendo um aumento no nimero de casos, principalmente
em criangcas menores de um ano de idade, correspondendo a cerca de 70% dos casos
de coqueluche no pais. Além disso, em relacdo ao total de casos confirmados de
coqueluche entre menores de um ano de idade, observa-se que 85% ocorreu entre
menores de seis meses de idade (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Para minimizar sua propagacao, diversos grupos Vvém desenvolvendo
protocolos baseados em PCR em Tempo Real para diagnosticar a coqueluche. A
técnica de gPCR possui uma alta sensibilidade quando comparada com o ensaio
padrao-ouro (cultura), principalmente por usar como alvo sequéncias especificas
presentes em multiplas copias no genoma de B. pertussis (CHERRY; SEATON, 2012).
Porém, mesmo estes protocolos possuem algumas desvantagens e dificuldades,

tornando-se também um teste inacessivel a populagéo.

Dentre as desvantagens, os testes moleculares convencionais necessitam,
além de equipamentos caros, de uma grande infra-estrutura laboratorial para que os
reagentes sejam corretamente armazenados. Os reagentes normalmente sao

importados, 0 que encarece a reagdo, e ha também possibilidade de haver erros
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operacionais durante a manipulacéo dos reagentes, aumentando as chances de haver

contaminagao.

A gelificacdo é um método simples e eficiente que pode minimizar os erros de
operacédo, visando diminuir a possibilidade de erros do operador ao simplificar o
preparo da reacéo e o armazenamento de reagentes. O processo nédo interfere com a
estabilidade/funcionalidade dos reagentes, que se dissolvem facilmente na reacao
qguando reidratada, reduzindo claramente o risco de degradacdo e contaminacao
cruzada (SUN et al.,2013).

Todos o0s reagentes que usamos neste trabalho sdo 100% nacionais,
produzidos pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP). Os reagentes
nacionais (mastermix, iniciadores, e sonda fluorescente) demonstraram desempenho
compativel com os insumos importados comerciais, reduzindo assim os custos do

teste e proporcionando independéncia de empresas comerciais.

Apesar de ser o0 alvo mais bem descrito e validado para B. pertussis, a detec¢éo
apenas do alvo 1S481 pode ser util quando utilizado para o rastreamento da doenca.
Entretanto, tém valor epidemioldgico limitado pois também encontra-se presente em
B. holmesii e raramente em isolados humanos de B. bronchiseptica. (TATTI et
al.,2011).

Diante dessa situacdo, a adicdo de um gene especifico de B. pertussis é
necessaria para confirmacdo dos casos de coqueluche causados por esta espécie.
Caso nao haja possibilidade da adicdo de um alvo adicional, ou ndo ocorra a
amplificacdo deste alvo, a reacdo para 1S481 deve ser relatada como inconclusiva
para B. pertussis. No desenvolvimento e execucdo desse projeto, utilizamos dois
genes alvo: a sequéncia de insercédo I1S481 e a sequéncia S1 do gene da toxina
pertussis (ptxS1).

Os resultados aqui apresentados sdo um primeiro passo para o objetivo de
desenvolver um teste de diagndstico para B. pertussis no formato “ready-to-use”, isto
€, desenvolver um teste onde a manipulagdo seja mimina, pronta para uso, em que
apenas é necessario ressuspender a reacao e adicionar a amostra. NOs obtivemos
resultados de qPCR similares quando comparadas as rea¢fes tanto no formato liquido

quanto gelificado para 1S481 e ptxS1.
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A reacédo no formato liquido apresentou um limite de detec¢éo superior a outros
testes atualmente utilizados, chegando a detec¢cédo de 100 ag de DNA de B. pertussis,
ou seja, 0,02 genomas equivalentes. A confirmacao da presenc¢a do amplicon no limite
de deteccdo estabelecido com o kit foi comprovada através de reacdo de

sequenciamento de Sanger, indicando auséncia de amplificacédo inespecifica.

Ao comparar a reacdo no formato gelificado para o alvo IS481, este apresentou
o0 mesmo limite de deteccdo de 0,02 genomas equivalentes ou 100 ag, indicando
assim, que a sua sensibilidade analitica ndo foi reduzida, além de apresentar

eficiéncia de 90%, de acordo com os dados da regresséo linear, e R2 0,99.

O mesmo foi possivel observar para o alvo ptxS1, em que a reacao gelificada
apresentou resultado similar com a de deteccéo linear da reacao liquida de 100 fg,
com eficiéncia de 90% e R2 de 0,99. Além disso, com ambas as reacdes foi possivel
detectar o rRNA 18S humano, utilizado como controle interno. O limite de deteccao

de ptxS1 corresponde ao equivalente a 20 genomas da bactéria.

Ao comparar o teste desenvolvido com outros grupos que trabalham com o
mesmo microorganismo e mesma técnica, o limite de detecdo (LOD) do teste aqui
desenvolvido é até 200 vezes superior, pois outros grupos dectectam até 20 fg de
DNA para este mesmo alvo (LEITE et al.,2013). A curva de diluicdo seriada do nosso
teste apresenta-se como uma curva de gPCR caracteristica e, apds a confirmacéo da
amplificacdo por sequenciamento, consideramos como positiva as amostras com C
<35,5 para 1S481 e <39 para ptxS1.

Outros parametros como eficiéncia, slope e R2 do nosso teste também foram
comparados com os dados publicados por outros grupos. A reacdo de qPCR descrita
por Leite e colaboradores, apresenta eficiéncia de 85% para 1S481 e 91% de
eficiéncia para ptxS1 (LEITE et al.,2013) com limites de deteccéo de C: 29 para 1S481
e 39 para ptxS1 (LEITE et al.,2013).

Tatti e colaboradores também realizaram ensaios multiplex em formato
tradicional (liquido) para deteccéo do B. pertussis, e obtiveram LOD de <1 genoma
equivalente para 1S481 e <10 genomas equivalentes para ptxS1l, apresentando
eficiéncia > 99% (TATTI et al.,2011).

60



Pittet e colaboradores ao realizarem ensaios de qPCR para deteccao de 1S481
e obtiveram um nivel de sensibilidade em que foi possivel identificar 8 genomas
equivalentes da bactéria (PITTET et al.,2014).

Um estudo realizado por Lanotte e colaboradores, visou comparar a
funcionalidade e eficiéncia de quatro kits comerciais para detec¢ao de B. pertussis em
gPCR, sendo que todos eles utilizaram 1S481 como alvo, assim como o0 presente
trabalho (LANOTTE et al.,2011). Todos os kits comerciais possuem a mesma
especificidade analitica do nosso teste (100%), contudo apresentaram sensibilidade
variavel e inferior comparado com o resultado que obtivemos. Além disso, todos os
kits comerciais necessitam de transporte e armazenamento refrigerado, possuindo
altos custos de importacéo para o Brasil, o qual foi extremamente minimizado com a

introduc&o do protocolo de gelificacéo.

Os testes apresentados no nosso projeto permitem gestdes clinicas rapidas e
precisas, sendo os resultados de facil interpretacdo através do algoritmo mostrado na
Tabela 5.1. Nosso algoritmo classifica os pacientes acometidos e 0os ndo acometidos
pela doenca, e ainda aqueles que apresentam resultados inconclusivos (deteccéo de
um gene, ndo sendo possivel confirmar presenca de DNA de B. Pertussis).

A gelificacao apresentou-se como uma técnica promissora no desenvolvimento
desse trabalho, sendo possivel eliminar o armazenamento dos reagentes em freezer.
N&o havendo necessidade de manutencdo da temperatura a -20°C durante o
transporte e armazenamento, ndo ha necessidade de grandes investimentos em
infraestrutura. Nao havendo necessidade de manipulacdo dos reagentes, diminui a
chance de erro e também a necessidade de um operador muito qualificado para
analisar os resultados. Assim, o teste aqui desenvolvido pode ser disponibilizado em
diversos centros decentralizado de atendimentos, postos de salde e pequenos

hospitais.

Os proximos passos deste projeto consistem no desenvolvimento de reacdes
para Bordetella parapertussis (IS1001) e B. holmesii (hIS1001), pois apesar de ndo
estarem relacionadas com a maioria dos casos de coqueluche, existem casos de
infeccdo por B. papapertussis (sindrome coqueluchéide) e infec¢des de pacientes com
septicemia por B. holmesii. A padronizagdo de uma reacéo liquida e gelificada para
0s quatro alvos (1S481, IS1001, hiS1001 e ptxS1) nos permitira diagnosticar com mais

preciséo os casos reportados e montar um algoritmo completo.
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Uma outra opcao que buscaremos € o formato triplex, buscando a identificacédo
dos genes 1S481 e ptxS1 na mesma reacdo, conjuntamente com o alvo genémico
humano. Este formato aumentara a processividade do teste e diminuird os custos pois
o diagnéstico sera feito com apenas uma reacdo qPCR. Estes dois novos formatos
serdo avaliados com as amostras em nosso poder e prosseguiremos para elaboracéo
e execucao de um estudo multicéntrico de validagéo, visando registro do produto junto
a ANVISA.

Tabela 5.1: Algoritmo proposto para deteccéo dos casos de Coqueluche.

Alvo Interpretagdo dos
resultados
15481 ptxS1 B. pertussis
Positivo Positivo Positivo para B. pertussis
<355 Ci<39 para . p
Negativo Negativo .
Ct>38 Ct > 40 Negativo
Positivo Negativo Inconclusivo? (B. pertussis/
C:<35,5 Ct>40 B. holmesii)
Negativo Positivo Inconclusivo®
Ct>38 <39
Inconclusivo Positivo
C:35,6 a 37 <39 Inconclusivo®

aPode ser infeccé@o causada por B. holmesii, faz-se necessario a confirmacéo do diagndstico.

bResultado inconclusivo, faz-se necessario a repeticdo do teste.
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6. CONCLUSAO

Como resultados desse projeto, foi possivel realizar a padroniza¢do para 0s
alvos 1S481 e ptxS1 para deteccdo de B. pertussis, tanto em formato liquido quanto
no formato gelificado. As reacdes no formato gelificado apresentaram desempenho
similar as reacbes convencionais, podendo ser implementada em laboratérios e

pequenos centros médicos.

A insercdo de um controle interno da reacdo, o rRNA humano 18S, nos garante
a funcionalidade do sistema como um todo, no que se refere a extracdo da amostra,
integridade dos &cidos nucleicos, auséncia de inibidores na reacdo, e correto

funcionamento de equipamento e software.

A substituicdo de timina por uracila no mix de nucleotideos foi eficiente para
eliminar resultados falso-positivos obtidos através de contaminacdo ambiental
proveniente de amplificacdes prévias com a utilizacdo da enzima UNG, que degrada

produtos de PCR contendo uracila, garantindo maior confiabilidade do teste.

O teste de especificidade analitica nos garantiu que nossos iniciadores sédo
especificos para deteccdo de B. pertussis, ndo havendo amplificacdo em outros

microrganismos, reacdes cruzadas e nem resultados falso-positivos.

A validacao das reacdes com amostras clinicas demonstra que o teste pode
ser implementado em diversos centros médicos e pequenos hospitais, além de que
nosso teste possui grande eficacia, detectando de maneira igual ou melhor ao teste
de PCR em Tempo Real utilizado atualmente no LACEN-PR.
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