FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de Pés-Graduacao em Biotecnologia em Saude e

Medicina Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

IDENTIFICACAO DE Neisseria meningitidis EM PORTADORES
ASSINTOMATICOS ATRAVES DA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL

ITALO EUSTAQUIO FERREIRA

Salvador-Bahia
2018



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO GONGCALO MONIZ

Curso de Pé6s-Graduacdo em Biotecnologia em Saude e Medicina

Investigativa

IDENTIFICACAO DE Neisseria meningitidis EM PORTADORES
ASSINTOMATICOS ATRAVES DA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL

ITALO EUSTAQUIO FERREIRA

Dissertagcdo de mestrado apresentada ao
curso de PoOs-Graduagdo em Biotecnologia
em Salude e Medicina Investigativa como
requisito para obtencéo do titulo de Mestre
em Ciéncias.

Orientador: Dr. Mitermayer Galvao dos Reis
Co-orientadora: Dra. Leila Carvalho Campos

Salvador - Bahia
2018



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Instituto Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

F383i

Ferreira, Italo Eustaquio
Identificacdo de Neisseria meningitidis em portadores assintométicos através da

técnica de PCR em tempo real / italo Eustaquio Ferreira. - 2018.
85 f.; 30 cm, il.

Orientador: Dr. Mitermayer Galvéo dos Reis. Laboratério de Patologia e Biologia

Molecular.
Disserta¢do (Mestrado de Biotecnologia em Saiude e Medicina Investigativa) —

Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, 2018

1. Neisseria meningitidis. 2. Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real.
3. Portador Sadio. I.Titulo.

CDU 616.981.23




IDENTIFICACAO DE Neisseria meningitidis EM PORTADORES
ASSINTOMATICOS ATRAVES DA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL

ITALO EUSTAQUIO FERREIRA

FOLHA DE APROVACAO

COMISSAO EXAMINADORA

S 2o e Rovnes 1Orun g@m
Dra. Suzana Ramos Ferrer Dra. Soraia Machado Cordeiro
Professor adjunta Professora Adjunta
EBMSP UFBA

z " g - ~
AL U erarno > ‘;\‘4'\/(,( %
Dr. Luciano Kalabric Silva f

Pesquisador
IGM/FIOCRUZ




FONTES DE FINANCIAMENTO

Ministério da Saude — MS (TC335/2013)
Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia — FAPESB (SUS007/2014)



A

Todas as pessoas que participaram, diretamente ou indiretamente, da minha
trajetoria profissional.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por tudo de bom e pelos desafios que tem
aparecido na minha trajetoria.

A gradeco ao suporte familiar, no qual, sempre pude contar. Aos meus pais Eliana
Ferreira e Eduardo Ferreira, a minha irma& Amanda Ferreira e a minha namorada
Itala Veras.

Ao meu orientador, Dr. Mitermayer Galvdo dos Reis pelo acolhimento em seu
laboratorio e orientacdo deste trabalho.

A minha co-corientadora, Dra. Leila Campos, pela orientacdo e oportunidade de
desenvolver este projeto e poder contribuir em outros projetos de pesquisa de seu

grupo.

Ao colegiado do curso de pés-graduacao em Biotecnologia em salude e medicina
investigativa, que tive o prazer de fazer parte, como representante dos alunos de
mestrado.

A toda equipe do grupo de Pesquisa da Dra. Leila Campos: Ana Rafaela Silva
Simdes Moura; Amélia Nunes; Ellen Pimentel; Lara Macedo e principalmente a
Viviane Ferreira, que foi de grande ajuda nas etapas finais deste trabalho. Nesta
equipe puder formar lacos profissionais e de amizade que levarei para o resto de
minha vida.

A Dr. Xin Wang, do laboratério de meningites (CDC, Atlanta) que contribuiu com os
primers e sonda para o gene alvo sodC.

A Dra. Clarissa Gurgel, que auxiliou no meu treinamento da técnica de PCR
guantitativo em tempo real.

Ao Dr. Luciano Kalabric, que fez contribuicdes para o desfecho do trabalho.

A Dra. Tamiris Dias, que me auxiliou no aprendizado das técnicas de extracao de
DNA e PCR convencional.

Aos Diretores das escolas e participantes da pesquisa que contribuiram com o
estudo que deu origem a este.

Ao Laboratério de Patologia e Biologia Molecular e seus estudantes nos quais
convivi durante o periodo deste estudo.

Ao Instituto Gongalo Moniz e a Fundacgéo Osvaldo Cruz.

As fontes de financiamento deste trabalho, Ministério da saude e Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia.



E a todas as pessoas que fizeram parte desta pesquisa, direta ou indiretamente.



“Procure ser uma pessoa de valor, em vez de procurar ser uma pessoa de
sucesso. O sucesso é consequéncia...”

Albert Einstein



FERREIRA, italo Eustaquio. ldentificagio de Neisseria meningitidis em portadores
assintomaticos através da técnica de PCR em tempo real. Dissertacdo (Mestrado)

— Fundacédo Oswaldo Cruz. Instituto Goncalo Moniz, Salvador, 2018
RESUMO

INTRODUGCAO: A cultura é considerada a metodologia padrdo ouro para a
identificacdo de N. meningitidis. Entretanto, 0 emprego de técnicas moleculares,
como a PCR em tempo real (QPCR) tem melhorado a capacidade de deteccédo do
meningococo. Nos estudos em portadores, a qPCR empregando o gene sodC como
alvo tem sido indicada. OBJETIVO: O presente estudo teve como objetivo avaliar a
técnica de gPCR (sodC) para a identificacdo de N. meningitidis, a partir de material
de orofaringe mantido em meio de transporte STGG, coletado de portadores
assintomaticos. MATERIAL E METODOS: O ensaio da qPCR foi padronizado e
validado com critérios locais e a metodologia comparada com os resultados obtidos
previamente a partir da cultura. Foram utilizadas um total de 1200 amostras de
material de orofaringe mantidas em meio de transporte STGG a -70°C. Os ensaios
da gPCR foram realizados empregando o cycle threshold (Ct) padrdo (Ct<35) e o
Ct<38 validado neste estudo. RESULTADOS: Através da gPCR (Ct<35) foram
obtidas um total de 84 (7%) amostras positivas (Ct médio= 30,4 + 3.1) em
comparacao com a cultura (n=59; 4,9%), enquanto a gPCR (Ct<38) permitiu a
identificacdo de 99 (8,3%) amostras positivas (Ct médio= 35,6 + 5,1). Apenas uma
amostra positiva na cultura ndo foi identificada através da qPCR (Ct<38). A
concentracdo de DNA na etapa prévia de extracdo melhorou a capacidade de
deteccdo de amostras positivas na qPCR. A caracterizacdo dos genogrupos de N.
meningitidis através da qPCR mostrou a presenca de amostras ndo-grupaveis.
CONCLUSOES: Os resultados obtidos neste estudo mostram que a gPCR (Ct<38)
€ uma alternativa eficaz para a identificacao e caracterizacdo de N. meningitidis a
partir do meio de transporte STGG, devendo ser empregada em associacao a

cultura nos estudos de portadores de N. meningitidis.

Palavras-Chave: Neisseria meningitidis, identificacdo, gPCR, portadores.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Culture is considered the gold standard methodology for the
identification of N. meningitidis. However, the use of molecular techniques such as
real-time PCR (gPCR) has improved the detection of meningococcus. In carrier
studies, gPCR employing the target sodC gene has been indicated. AIM: The aim of
our study was to assess the gPCR using sodC gene for detecting N. meningitidis in
orophayngeal secretions mantained in STGG transport medium obtained from
asymptomatic carriers. MATERIAL AND METHODS: The gPCR assay was
standardized and validated with local criteria and the methodology was compared
with the results obtained previously by classical method (culture). A total of 1200
samples of oropharyngeal material maintained in STGG transport medium at -70°C
were used. The gPCR assays were performed using the standard cycle threshold
(Ct) (Ct=35) and the Ct<38 assay validated in this study. RESULTS: A total of 84
(7%) positive samples (mean Ct = 30.4 = 3.1) were obtained through the standard
gPCR (Ct<35) assay in comparison with the culture (n=59; 4,9%), whereas qPCR
(Ct<38) assay allowed the identification of 99 (8.3%) positive samples (mean Ct =
35.6 £5.1). Only a culture-positive sample was not identified through gPCR (Ct<38).
The concentration of DNA in the previous extraction step improved the ability to
detect positive samples. The characterization of N. meningitidis genogroups through
gPCR showed the presence of non-groupable samples. CONCLUSIONS: The
results obtained in this study show that qPCR (Ct<38) assay is an effective
alternative for the identification and characterization of N. meningitidis from the
STGG transport medium and it should be used in association with culture in the

studies of N. meningitidis carriers.

Keywords: Neisseria meningitidis, identification, qPCR, carriers.
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1 INTRODUCAO

Neisseria meningitidis € uma bactéria diplococo Gram negativo,
patogénica, restrita em humanos. Ela esta presente na microbiota do trato
respiratorio superior de humanos sem causar doenca, caracterizando o estado
de portador e mantendo-se circulante na populacdo. As cepas circulantes sédo
transmitidas de pessoa para pessoa através de goticulas respiratorias ou pelo
contato com secrecdes de portadores saudaveis ou doentes (ROSENSTEIN et
al., 2001).

Cerca de 8% a 25% da populacdo humana apresenta a colonizacao da N.
meningitidis na nasofaringe, caracterizando o estado de portador assintomético
(ROSENSTEIN et al.,, 2001; DE MORAES et al., 2015). Ocasionalmente, N.
meningitidis pode se disseminar na corrente sanguinea causando meningite
e/ou septicemia (VAN DE BEEK et al., 2016).

A doenca meningocdcica (DM) acomete pessoas de todas as faixas
etarias, em todos os paises, existindo grandes variacées nos coeficientes de
incidéncia e nos sorogrupos mais prevalentes, de acordo com época e regiao
(ROSENSTEIN et al, 2001). No Brasil a DM € considerada endémica,
apresentando uma incidéncia que varia de 1,0-2,0 casos/100.000 habitantes por
ano, fato este que torna a DM uma importante preocupacao para a saude publica
(SAFADI et al., 2013).

A cultura é considerada o método padrédo-ouro para confirmacao
laboratorial da DM. Entretanto, o diagnostico € muitas vezes realizado por
bacterioscopia ou critérios clinico-epidemiolégicos, principalmente em casos de
tratamento prévio, que dificulta o crescimento em cultura, prejudicando, assim,
a confirmagéo laboratorial (ROSENSTEIN et al., 2001). Além disto, outros
métodos utilizados, como os testes bioquimicos e a aglutinagdo em latex (VAN
DER ENDE et al., 1995; MOTHERSHED et al., 2004), podem apresentar

resultados subjetivos ou até mesmo ndo serem especificos o bastante, a
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depender do sorogrupo do meningococo (VAN DER ENDE et al.,, 2000;
MOTHERSHED et al., 2004).

A utilizacdo de novos recursos laboratoriais em pesquisa, que possam
aumentar a capacidade de deteccdo e caracterizacdo do patdégeno, é
fundamental para melhorar a vigilancia epidemioldgica, diagnosticar mudancas
Nos sorogrupos mais prevalentes e trazer subsidios valiosos para politicas de

vacinacao.

Entre os métodos atuais, encontra-se a reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR em tempo real ou RT-PCR) (HIGUCHI et al., 1993), que
apresenta elevada sensibilidade e especificidade. Esta metodologia tem sido
utilizada em estudos no Brasil, demonstrando ser de grande utilidade para o
diagnodstico das DM que apresentam cultura de liquor negativa (SACCHI et al.,
2011). Entretanto, estudos empregando esta técnica para a pesquisa de N.
meningitidis em portadores ainda s&o escassos e necessitam de uma
padronizacao e validacao locais (DOLAN THOMAS et al., 2011; DE MORAES et
al., 2015).

A utilizagcdo do gPCR para a identificagdo de cepas invasivas de N.
meningitidis tem sido geralmente realizada empregando-se o gene alvo ctrA, que
€ responsavel pela sintese e transporte da capsula do meningococo (FROSCH
et al., 1992; MOTHERSHED et al.,, 2004). Por outro lado, nos estudos de
portadores, tem sido sugerida a utilizacdo do gene alvo 0 sodC, responsavel pela
sintese do co-fator superoxido dismutase, cobre e zinco ([Cu, Zn]), uma vez que
a maioria das cepas isoladas de portadores séo acapsuladas (DUNN et al., 2003;
DOLAN THOMAS et al., 2011; WHO, 2011).

Em setembro de 2014, o nosso grupo de pesquisa realizou um estudo
sobre a prevaléncia de portadores de N. meningitidis em escolares de 11 a 19
anos de idade, matriculados na rede publica de ensino da cidade de Salvador —
Bahia. Para isto, foram coletadas 1.200 amostras provenientes de secrecdo da
orofaringe de escolares, obtendo-se uma taxa de isolamento de 4,9% (59

isolados) (NUNES et al., 2016). Este isolamento foi realizado através de métodos
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classicos de cultura e caracterizagdo fenotipica. Também foram caracterizados
0s genogrupos das cepas de N. meningitidis através da técnica de PCR
convencional. Os swabs contendo a secrecao de orofaringe foram mantidos em
meio de transporte STGG (Skim milk-triptona-glicose-glicerina) a -70°C, para a

pesquisa futura através de métodos moleculares.

No presente estudo, ndés empregamos a técnica de qPCR para a
identificacéo e caracterizacao de N. meningitidis a partir do material mantido em
STGG, com o intuito de verificar se esta técnica molecular aumentaria a

capacidade de deteccdo de N. meningitidis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis (meningococo) é uma bactéria Gram negativa,
pertencente a familia Neisseriaceae. Apresenta-se agrupada em pares (diplococos)
e com células em forma de gréo de café. (Figura 1). E um microrganismo aerobico,
catalase-positivo, oxida glicose e maltose com a produc¢éo de acido sem a formacéo
de gas. Apresenta crescimento em agar chocolate ou agar sangue, a temperatura
entre 35°C e 37°C, em atmosfera com 5% a 10% de dioxido de carbono (WHO,

2011).

E um patégeno fastidioso e humano restrito, podendo ser também encontrado
colonizando o trato respiratério superior dos seres humanos. (WHO, 2011;
ROUPHAEL; STEPHENS, 2012). O meningococo tem baixa sobrevida no meio
ambiente e sua transmissdo ocorre de forma direta, de pessoa-a-pessoa, através
de goticulas respiratérias ou contato com secrecfes de portadores saudaveis ou
doentes (YAZDANKHAH; CAUGANT, 2004). Atualmente é classificado em 12
sorogrupos (HARRISON et al., 2013), de acordo com a composic¢ao da sua capsula
polissacaridica, sendo que seis deles (A, B, C, W, X e Y) séo considerados os de
maior associacdo com a doenca meningocdécica (DM) (STEPHENS et al., 2007;
CAUGANT; MAIDEN, 2009; KOYFMAN; TAKAYESUB, 2011; WHO, 2011;
KUHDARI et al., 2016; PICCINI et al., 2016).
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B .,,"‘f'

Figura 1. Imagem de microscopia Optica demonstrando as caracteristicas morfo-tintoriais
da Neisseria meningitidis, indicadas pela seta (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).

A superficie de meningoco apresenta uma estrutura tipica das bactérias Gram-

7

negativas. que € composta por uma membrana citoplasmética, camada de
peptideoglicano e membrana externa. A membrana externa € constituida de
lipooligossacarideo (LOS) e de uma dupla camada de fosfolipideos, onde séo
encontradas diversas proteinas de membrana externa e o pili (Figura 2)

(ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).



23

Membana citoplamatica

,\S Espaco periplamatico
VY Membrana externa
» -

Lipooligossacarideo

‘Membana citoplamatica
Proteinas

. L
sy
f

Outras proteinas de membrana

Figura 2. Imagem ilustrativa dos componentes estruturais da membrana externa da
Neisseria meningitidis (ROUPHAEL; STEPHENS, 2012).

A viruléncia da bactéria esté relacionada a presenca de diversos fatores. Além
do LOS, que é uma endotoxina responsavel pelo choque toxico, varias proteinas de
membrana externa parecem participar na adesdo e invasao da célula do
hospedeiro, tais como, Opa (opacity associated protein), Opc (opacity protein c),
App (adhesion and penetration protein), NadA (Neisseria adhesin A), etc. (PIZZA;
RAPPUOLI, 2015). Contudo, a capsula polissacadiridica, envolvendo a membrana
externa, € o principal fator de viruléncia do meningococo. Ela é essencial para a
sobrevivéncia da bactéria, pois promove a resisténcia a anticorpos e inibe a
fagocitose (URIA et al.,, 2008). A capsula representa, também, um alvo para o

desenvolvimento de vacinas conjugadas especificas (SNAPE; POLLARD, 2005).
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2.2 DOENCA MENINGOCOCICA (DM)

A primeira epidemia da doenga foi descrita por Vieusseux, no ano de 1805, em
Genebra, contabilizando 33 mortes. O, agente etioldégico da doenca menincocdcica
(DM) foi identificado pela primeira vez por Weichselbaum em 1887 e posteriormente
denominado Neisseria meningitidis, também conhecido como meningococo
(STEPHENS et al., 2007; MOHAMMED et al., 2017).

A DM é caracterizada pela disseminacdo do meningococo através da corrente
sanguinea levando a uma septicemia e/ou atingindo as meninges, causando
meningite. Essa doenc¢a acomete pessoas de todas as faixas etérias, entretanto, os
individuos mais atingidos séo as criancas menores de 5 anos de idade e em casos
de surtos, os adultos jovens (CAUGANT; MAIDEN, 2009; KOYFMAN;
TAKAYESUB, 2011). Entretanto, a doencga invasiva depende de alguns fatores,
dentre eles, fatores microbiolégicos que influenciam a viruléncia do microrganismo,
fatores de risco/exposicdo e susceptibilidade do hospedeiro (SHARIP et al., 2006;
PIZZA; RAPPUOLI, 2015).

Os sintomas classicos da doenca sao: rigidez na nuca, febre alta, sensibilidade
a luz, confusdo mental, dor de cabeca e vomito em jato (KOYFMAN; TAKAYESUB,
2011; ATAEE et al., 2016). Nos casos de diagndstico e tratamento adequado,
apresenta uma porcentagem de 5% a 10% de mortalidade. Em paises
desenvolvidos, pode ocorrer entre 24 a 48 horas apés a manifestacdo dos sintomas.
Além disto, mesmo com o tratamento adequado, ainda pode apresentar sequelas
em 10% a 20% dos casos (WHO, 2011).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA

A DM é um problema de saude global, ocorrendo de forma esporadica ou sob
a forma de epidemias. Apresenta taxas de incidéncia que variam de 1 a 1000 casos
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por 100.000 individuos em diferentes partes do mundo (CRUM-CIANFLONE;
SULLIVAN, 2016). O numero de casos pode variar amplamente ao longo do tempo
e entre areas geograficas, de acordo com a faixa etaria e/ou sorogrupos. Com
excecdo de individuos com deficiéncia de complemento, que estdo mais
susceptiveis as infeccdes meningocdcicas. (MAIDEN et al., 1998; ROUPHAEL;
STEPHENS, 2012).

A epidemiologia da doenca é dindmica e sofre constantes mudangas de
incidéncia, sendo também observado em relagédo aos sorogrupos (HALPERIN et al.,
2012). A DM ocorre normalmente como casos esporadicos, podendo afetar
individuos de qualquer idade, mas apresentam as taxas de incidéncia mais elevadas
no grupo de criangas menores de 1 ano (HARRISON et al., 2011). Contudo, picos
de incidéncia também sdo observados em adolescentes e na populacdo idosa
(KIMMEL, 2005). A doenca epidémica e pandémica parece restrita aos paises da
Africa subsaariana, no chamado "cinturdo da meningite", que se estende da Etiopia
no Oriente ao Senegal no Oeste (WHO, 2011).

Com relac&o aos sorogrupos mais associados a DM, seis deles (A, B, C, W, X
e Y) representam mais de 90% dos casos da doenga invasiva ao redor do mundo,
associados a doencas hiperendémicas e epidémicas (BOISIER et al., 2007;
VOGEL, 2010; HARRISON et al., 2011; BORROW et al., 2017).

As epidemias no cinturdo da meningite, composta pelo leste da Etidpia ao
oeste do Senegal, estdo mais associadas ao sorogrupo A, apesar de, atualmente
apresentar um aumento da incidéncia dos sorogrupos C, W e X (SCHWARTZ et al.,
1989; GREENWOOD, 1999; ABIO et al.,, 2013; KRISTIANSEN et al., 2015;
BORROW et al., 2017).

O sorogrupo B, geralmente ausente na Africa subsaariana, consiste na
principal preocupacdo nos paises industrializados, ocorrendo em ondas
hiperendémias (ROSENSTEIN et al., 2001; GABUTTI et al., 2015).

Os surtos da DM pelo sorogrupo C ocorrem em todo o mundo, especialmente

em adolescentes e adultos jovens (SAFADI et al., 2012) e o sorogrupo Y emergiu
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como uma causa importante de doenca na América do Norte nos ultimos 10 anos
(STEPHENS et al.,, 2007). Por outro lado, os sorogrupos W e X tem sido
responsaveis por epidemias na Africa subsaariana desde 2002 (GAGNEUX et al.,
2002; CAUGANT; MAIDEN, 2009; VETTER et al., 2016).

Os sorogrupos atualmente associados a surtos em paises industrializados séo
0 sorogrupos B e C, que possuem maior incidéncia durante a infancia (GABUTTI et
al., 2015; STEFANELLI; REZZA, 2016; VETTER et al., 2016). A incidéncia da DM
na América do Norte, Australia e no continente europeu € baixa, e tem como
sorogrupos mais associados, o sorogrupo B, C e Y (SAFADI et al., 2013; LADHANI
et al., 2015; CAMPBELL et al., 2016; VETTER et al., 2016).

Na América Latina, a DM apresenta uma subnotificacdo dos casos, apesar de
ser de notificacdo obrigatéria, contendo os sorogrupos B e C como 0s mais
associados a DM (SAFADI et al., 2015). Por outro lado, nos ultimos anos, tem
ocorrido um aumento do numero de casos associados ao sorogrupo W, na
Argentina, Chile, Uruguai e Brasil (SAFADI et al., 2013; SAFADI et al., 2015;
GENTILE et al., 2017; CORDEIRO et al., 2018).

Particularmente no Brasil, a DM é considerada endémica, responsavel por
cerca de 22% das meningites bacterianas, com taxas de incidéncia que variam de
1,0-2,0 caso0s/100.000 habitantes por ano (SAFADI et al.,, 2013). No pais, a
epidemiologia da DM mudou ao longo do tempo. Na década de 1970, a maioria dos
casos de doenca foi causada pelos sorogrupos A e C, com uma incidéncia crescente
de sorogrupo B ocorrendo em 1980 e 1990 (DE MORAES; BARATA, 2005). Desde
2000, o sorogrupo C (MenC) do complexo clonal ST-103 tem sido responsavel pela
maioria dos casos relatados e associado a surtos em todo o pais (DE MORAES;
BARATA, 2005; DE LEMOS et al., 2007; SAFADI et al., 2015; CORDEIRO et al.,
2018).

Entre 2007 e 2009, a taxa de incidéncia de DM aumentou substancialmente
em diferentes regides do pais, particularmente no estado da Bahia (SAFADI et al.,
2015). Como resposta, o governo estadual introduziu a vacina conjugada contra N.

meningitidis sorogrupo C (MCC) para criangas < 5 anos de idade. Como a incidéncia
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continuou elevada entre os adultos jovens, houve uma ampliacdo do programa de
vacinacao para a faixa etaria de 10 a 24 anos de idade (CARDOSO et al., 2012). As
campanhas revelaram-se altamente eficazes, reduzindo 50% da incidéncia de DM
na populagdo menor que 2 anos de idade no periodo de 2011 a 2012 (CARDOSO
et al., 2012; SAFADI et al., 2014).

2.4 O ESTADO DE PORTADOR ASSINTOMATICO

Embora o estado de portador assintomatico apresente-se mais
frequentemente do que o estado de doenca, pesquisas desenvolvidas sobre

colonizacdo de N. meningitidis ainda sdo escassas, principalmente no Brasil.

O estado de portador sadio varia, podendo durar poucos dias, semanas ou
meses, ou ser intercalado entre periodos de colonizacdo e néo colonizacdo a
depender das caracteristicas da cepa que o coloniza. Em casos raros, um mesmo
individuo pode ser colonizado por diferentes cepas simultaneamente (BROOME,
1986).

O estado de portador é um fenébmeno que depende da idade. De modo geral,
a prevaléncia € menor em menores de 5 anos (4,5%), aumentando na adolescéncia
e alcancando seu apice no inicio da fase adulta, entre 20 a 24 anos; e diminuindo a
valores inferiores a 10% em individuos acima de 50 anos (Figura 3)
(CHRISTENSEN et al., 2010).

Em funcdo da alta prevaléncia de portadores sadios do meningococo entre
adolescentes e adultos jovens, estes tém um papel importante na epidemiologia da
doenca meningocdcica. Ao contrario do que acontece em relacdo a outras bactérias
causadoras de doenca invasiva, tais como Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae tipo b, os adolescentes e adultos jovens sé&o considerados
0S reservatorios e principais transmissores de N. meningitidis para outros grupos
etarios (VETTER et al., 2016).
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Figura 3. Distribuicdo da prevaléncia da coloniza¢do assintoméatica pela N. meningitidis, de
acordo com a faixa etaria (CHRISTENSEN et al., 2010).

2.5 METODOS LABORATORIAIS UTILIZADOS PARA A IDENTIFICAQAO DE
Neisseria meningitidis

2.5.1 Métodos Fenotipicos

Na etapa inicial da identificacdo bacteriana, a microscopia de esfregacos
corados pelo método de Gram, pode ser utilizada diretamente em amostras clinicas,
principalmente no liquido cefalorraquidiano, para visualizar estruturas como

diplococos Gram negativos intra ou extracelular, sugerindo infec¢cdo. Outra
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metodologia associada a etapa inicial do diagnéstico laboratorial consiste na
deteccado direta de antigenos polissacaridicos capsulares do meningococo. Esse
método tem como principio a visualizacdo da aglutinacdo em latex sensibilizado
pelo anticorpo ou co-aglutinacdo, capazes de detectar os principais antigenos
capsulares dos sorogrupos A, B, C, Y e W (WHO, 2011).

Para agilizar um diagnostico precoce esses testes sao de extrema importancia.
Por outro lado, quando se apresentam negativos, eles ndo afastam a possibilidade
da doenca. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, os resultados da
aglutinacdo em latex devem estar correlacionados com o0s resultados da
microscopia (WHO, 2011).

2.5.1.1 Método de Cultura

Os meios de cultura padronizados para o isolamento de N. meningitidis em
amostras de sitios estéreis, como o liquido cefalorraquidiano, sdo: o agar chocolate
e agar sangue de carneiro a 5%. J& em amostras que possam conter outros
microrganismos, como amostras de nasofaringe e orofaringe, sédo indicados o0s
meios seletivos como: Thayer-Martin e agar GC Lect (CAUGANT; MAIDEN, 2009;
WHO, 2011).

Para promover o crescimento de N. meningitidis € necessaria a incubacao de
24 a 72 horas, em atmosfera de CO2 a 5% e temperatura de 35£2°C. A auséncia de
crescimento s6 poderd ser relatada apds o periodo de incubacédo completo. Para o
subcultivo séo utilizados o agar sangue de carneiro a 5 % e o agar chocolate, sendo
que algumas cepas de Neisseria meningitidis apresentam hiper expressao da
capsula, podendo parecer mucoides, além da coloracdo acinzentada, apresentada
pela maioria das cepas. Contudo, alguns microrganismos podem apresentar

pigmentacdo amarelada discreta em suas colénias (WHO, 2011).

A cultura constitui 0 método padrdo-ouro para o isolamento de N. meningitidis.

Entretanto, em muitos paises em desenvolvimento, a vigilancia das meningites
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bacterianas é dificultada em funcéo da alta frequéncia de culturas negativas, além
da realizacéo limitada dessa cultura bacteriana (CORLESS et al., 2001). Do mesmo
modo, a administracdo de antibidticos antes da puncédo lombar, a falta de recursos
microbiologicos para a cultura bacteriana, bem como a qualidade dos servigos de
microbiologia séo fatores que podem influenciar a negatividade das culturas e a
subnotificacdo do niumero de casos (SACCHI et al., 2011).

Nos estudos em portadores, a coleta com swab diretamente da nasofaringe
ou da parede posterior da orofaringe, seguido de cultivo imediato em meio seletivo
Thayer-Martin  modificado com VCNT (vancomicina, colistina, nistatina e
trimetoprim) € o procedimento recomendado para o isolamento da bactéria
(CARTWRIGHT, 2001; ROBERTS et al., 2009). Ocorrendo o crescimento de
colénias com caracteristicas morfolégicas do género Neisseria, as culturas sao
subcultivadas em agar Columbia enriquecido com 5% de sangue carneiro ou agar

chocolate para a obtencéo de culturas puras (WHO, 2011).

2.5.1.2 Testes Bioquimicos

Outra etapa complementar para a identificacdo inicial € o teste da oxidase,
onde o derivado tetrametil do reagente oxidase (N, N, N, N-tetrametil-1,4-
fenilenodiamia, solu¢cdo aquosa a 1%) é utilizado. O procedimento € realizado em
papel filtro, onde uma porcao do crescimento bacteriano em placa é esfregado sobre
0 reagente. O aparecimento da cor purpura escuro apdés dez segundos indica
resultado positivo. Contudo esse resultado ndo é capaz de identificar as bactérias

do género Neisseria a nivel de espécie (WHO, 2011).

A identificacdo a nivel de espécie necessita de provas bioquimicas mais
especificas, como a utilizagdo do meio CTA (Cistina-triptica), que avalia o
metabolismo oxidativo do meningococo, a partir de um meio de cultura a base de
agar semi-solido, que contém em sua composi¢cao 1% de carboidrato, além do
indicador de pH, vermelho-fenol. Usualmente este meio é utilizado junto a diferentes

carboidratos: CTA-glicose; CTA-maltose; CTA-sacarose e CTA-lactose e um CTA
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sem carboidrato. O resultado em conjunto de todos os carboidratos testados
caracteriza a espécie da Neisseria. Para isto, a bactéria deve ser inoculada em cada
tubo contendo um carboidrato diferente e incubada durante 24 a 72 horas a uma
temperatura de 35°C, em estufa sem CO2. Neisseria meningitidis, é diferenciada

das outras espécies por oxidar a glicose e maltose (WHO, 2011).

Outro teste utilizado para a identificagcdo de N. meningitidis é o sistema API-
NH® (bioMerieux, La Balme-les-Grottes, France), capaz de identificar espécies de
Neisseria e Haemophilus. O sistema é composto por 13 testes: 4 de fermentacao
(glicose, maltose, sacarose e lactose); 8 de reacbes enzimaticas (ornitina
descarboxilase, urease, lipase, fosfatase alcalina, 3-galactosidase, proline
arylamidase, y-glutamil transferase, producéo de indol) e producéo de penicilinase.
Cada teste positivo é caracterizado pela mudanca de cor, identificados pela ajuda
da adicdo de um reagente. Uma suspensdo bacteriana com turvacao
correspondente ao tubo 4 da escala de McFarland € inoculada nos microtubos
contendo os testes, 0s quais sdo incubados a 35-37°C durante duas horas. A
identificacdo € realizada a partir da leitura e comparacdo com o manual oferecido
pelo fabricante (BARBE et al., 1994).

2.5.2 Métodos Automatizados de Identificacdo

Atualmente, tem-se se tornado comum a identificacdo de N. meningitidis e
outros patdégenos através de métodos automatizados baseados em provas
bioguimicas convencionais, como por exemplo, Vitek-2 e MicroScan. Essas
metodologias s&o baseadas no preparo de uma suspensao do microrganismo a ser
testado, em salina, realizando uma turvagéo padronizada seguida da inoculagéo em
cartdes ou painéis especificos. A depender do organismo, o tempo de incubacao
tem duracdo aproximada de duas a quinze horas e a leitura ocorre atraves da

atenuacdo de luz que é medida por um scanner Optico. Ap0s o periodo de
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incubacéo, as reacdes sado automaticamente analisadas e impressas, chegando-se
a identificacdo através de um bionumero especifico para cada microrganismo
(JOYANES et al., 2001; WINSTANLEY; COURVALIN, 2011).

Entre os métodos recém-desenvolvidos para identificacdo de microrganismos,
podemos citar o método de lonizacdo e Dessorcao a laser assistida por Matriz —
Tempo de Voo (MALDI-TOF), no qual sado obtidos perfis proteicos de cada
microrganismo. O principio desse método baseia-se na espectrometria de massas,
ou seja, na capacidade de detectar a relagdo atbmica de um bioanalito. Cada
microrganismo analisado possui seu perfil proteico especifico, que sera
demonstrado através de um grafico (espectro), que relaciona a razao massa/carga
(m/z), com o tamanho em Dalton (Da) (CARBONNELLE et al., 2011). Em
comparacao a outros métodos automatizados, o MALDI-TOF € uma metodologia
rapida e de facil execucao, apresentando baixo custo por andlise. Este fato tem
contribuido para um declinio da utilizacdo de técnicas que tenham o principio

baseado em testes fenotipicos e bioquimicos (BIZZINI; GREUB, 2010).

2.5.3 Sorologia

Os testes de aglutinacdo em latex sdo baseados na deteccao de antigenos
bacterianos, os polissacarideos capsulares do meningoco. Esse teste deve ser
realizado seguindo orientacfes especificas dos kits oferecidos para a identificacdo
dos sorogrupos (WHO, 2011).

Geralmente, quando este teste é realizado diretamente da amostra “fresca”,
como o liquido cefalorraquidiano, que deve ser previamente aquecido a 100°C
durante 3 minutos, para a inativagcdo de possiveis bactérias. A etapa de
aguecimento nao é necessaria quando o procedimento é realizado diretamente de
uma colbnia, sendo considerado positivo, quando é possivel a visualizacdo da

aglutinacdo em latex do sorogrupo especifico (WHO, 2011).
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2.5.4 Métodos Genotipicos

A utilizacdo da PCR para detectar a presenca do meningococo diretamente
de amostras clinicas (como o liquor), sem cultura prévia, € uma metodologia que
vem sendo utilizada, principalmente para solucionar os casos onde existe falha no
crescimento em cultura (KRISTIANSEN et al., 1991; Nl et al., 1992; MCLAUGHLIN
et al., 1993; RADSTROM et al., 1994: DAVISON et al., 1996; NEWCOMBE et al.,
1996; BORROW et al.,, 1997). Esta metodologia tem demonstrado resultados
melhores do que as técnicas convencionais que utilizam a cultura, solucionando em
torno de 35% dos casos tratados somente pela suspeita clinica (GUIVER et al.,
2000; TAHA, 2000).

2.5.4.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Considerada uma das mais importantes invengdes metodologicas da biologia
molecular, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida no ano de
1980 (SAIKI et al., 1985; MULLIS; FALOONA, 1987). Tem como objetivo a
amplificac@o exponencial de uma sequéncia de DNA especifica, que ocorre em trés
etapas principais: 1) desnaturacdo, transformando a fita dupla em simples; 2)
anelamento dos primers (indicadores); 3) extensdo dos primers na direcao 5'- 3’
através da DNA polimerase, produzindo cépias do DNA, gue séo duplicadas a cada
ciclo gerando milhares de cépias novas. Este processo ndo necessita de uma célula
viva ou intacta, o que facilita a deteccao de bactérias mortas, por exemplo, em
amostras clinicas mal armazenadas, ou também, quando existe uma
antibioticoterapia prévia. A PCR convencional € capaz de detectar o produto da
amplificagéo final (amplicons) do DNA, através da eletroforese em um gel de
agarose (BOREL et al., 2006).
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Essa técnica é utilizada para a identificacdo de N. meningitidis, através da
deteccao de genes especificos. Entre eles, citam-se: genes de porina ( porA e porB)
(CAUGANT et al., 1996; URWIN et al., 1998; MOLLING et al., 2002); ctrA, gene
responsavel pelo transporte e sintese da capsula (KACZMARSKI et al., 1998;
GUIVER et al., 2000; CORLESS et al., 2001; SMITH et al., 2004); e o gene crgA,
que codifica um regulador transcricional (TAHA, 2000). A PCR convencional
também é amplamente utilizada para a identificacdo de genogrupos, tais como: A;
B; C,E;W,;Y; Xe Z(BORROW etal., 1997; KACZMARSKI et al., 1998; GUIVER et
al., 2000; TAHA, 2000; CORLESS et al., 2001; PROBERT et al., 2002; DIGGLE et
al., 2003; LEE et al., 2003; LEWIS; CLARKE, 2003; BENNETT et al., 2004).

2.5.4.2 Reacao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

A técnica de PCR em tempo real melhorou o diagnéstico das meningites
bacterianas nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (CORLESS et al.,
2001; SAHA et al., 2005; CHANTEAU et al., 2006). A introducdo da técnica de
multiplex gPCR para N. meningitidis nos hospitais em S&o Paulo, aumentou em
85% o diagnéstico da DM em comparacao com a cultura (SACCHI et al., 2011). No
Chile, entre 2013 e 2014, apds a implementacdo do gPCR pelo Instituto de Saude
Publica, cerca de 15% dos casos reportados foram notificados por esta metodologia.
(IBARZ-PAVON et al., 2012).

Estudos para identificagdo de N. meningitidis tem sido desenvolvidos e
usualmente utilizam como alvos o0s genes ctrA, responsavel pela sintese e
transporte da capsula (FROSCH et al., 1991; MOTHERSHED et al., 2004), porA,
responsavel pela presenca da porina A (VAN DER ENDE et al., 2000; JORDENS;
HECKELS, 2005) e/ou sodC, gene responsavel pelo co-fator superoxido dismutase,
cobre e zinco ([Cu, Zn] -OD, que contribui para a protecédo da N. meningitidis contra
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a fagocitose por mondécitos ou macrofagos humanos (DUNN et al., 2003; DOLAN
THOMAS et al., 2011; WHO, 2011).

Em estudo realizado, demonstrou que o ctrA € 7,5% mais sensivel do que o
sodC para a deteccdo de cepas invasivas, sugerindo, no entanto, a utilizacdo de
ambos 0s genes na caracterizacdo dessas cepas (HIGA et al., 2013). Por outro lado,
nos estudos de portadores, como cerca de 16% das cepas identificadas ndo sao
capsuladas, a utilizacado do gene ctrA torna-se desvantajosa (CLAUS et al., 2002;
DOLAN-LIVENGOOD et al., 2003). Para esses estudos, 0s primers para o gene
sodC sdo mais indicados, apresentando a capacidade de detectar 98,9% de cepas
de N. meningitidis isoladas de portadores ou que sdo ctrA negativas, (DOLAN
THOMAS et al., 2011).

No trabalho de Dolan Thomas e colaboradores (2011), o ensaio de gPCR com
0 gene sodC apresentou uma especificidade de 100% na identificagcdo de N.
meningitidis, quando analisado frente a um painel de 244 cepas nao-N. meningitidis,

incluindo 107 cepas de outras espécies de Neisseria.

Acredita-se que o gene sodC tenha sido adquirido pela N. meningitidis por
transferéncia horizontal do Haemophilus influenzae (KROLL et al., 1998), ndo
havendo relatos na literatura sobre a perda do gene pelo meningococo. Esta
evidéncia demonstra a importancia do gene sodC na sobrevivéncia da bactéria, ndo
sendo encontrado em outras espécies de Neisseira (WILKS et al., 1998; BENSON
et al., 2006).

2.5.4.2.1 Principio da Metodologia de qPCR e Hidrélise de Sonda

Assim como a PCR convencional, a reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real (qQPCR) é capaz de gerar copias de um DNA molde de

forma exponencial, que relaciona a quantidade de copias inicial e a amplificacdo
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durante todos os ciclos da reagdo. E uma metodologia que tem sido amplamente
utilizada, em diversos estudos, como por exemplo, na expressdao de RNA
mensageiro, na quantificacdo de DNA, nos ensaios de discriminacdo alélica e de

expressao geénica, etc. (ARYA et al., 2005).

Em 1991, autores demonstraram a atividade de uma enzima termostatica
Thermus aquaticus DNA polymerase (Taq) e sua atividade exonuclease 5’-3’. Esses
autores demonstraram também a capacidade de clivagem de sondas, na
extremidade 5’, possibilitando a utilizacdo para detectar a amplificagcdo de alvos
especificos, dando origem as sondas de hibridacdo com a sequéncia alvo
(HOLLAND et al., 1991).

A utilizacdo de hidrélise de sonda marcada foi descrita em 1993 (LEE et al.,
1993). Atualmente as sondas, denominadas TagMan® Probe, sdo marcadas na
extremidade 5’ por um sinalizador fluorescente (Fluorescent dye) e na extremidade
3’ por um quencher, um fluorocromo “pacificador”’, que quando intactos em uma
sonda, emite uma transferéncia de energia (FRET) do quencher para o reportador,
impedindo a deteccdo de fluorescéncia. No processo de amplificacdo, ocorre a
emissao de fluorescéncia quando estes sinalizadores (Fluorescent dye e quencher)
séo clivados, liberando assim fluorescéncia (Figura 4) (CARDULLO et al., 1998).
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Fluorocromo reportador

Q/\ Sonda intacta livre na solugéo

*
’A f_\ Sonda ligada ao primer, com a ocorréncia do FRET

Yy

L ]

-"‘..
el

Extencao da Taq polimerase e hidrolize da
sonda, liberando o Fluorocromo reportador,
~ / que separado do quencher, libera sinal

! Taq = —

Figura 4. Representacdo da hibridacdo da sonda marcada (5’-dye e 3’-quencher). A medida que

ocorre a clivagem, os marcadores sao liberados e é produzida a fluorescéncia (adaptado de: WHO,
2011).

A andlise da hidrélise dessas sondas que ocorre durante um experimento de
PCR em tempo real € analisada considerando alguns fatores: 1) o baseline, que &
definido de acordo com cada ciclo e a quantidade de fluorescéncia produzida (um
limiar que caracteriza amplificacdes verdadeiras, definido como Thershold, tem por
base o baseline); 2). ARn, que é a variacado de fluorescéncia produzida necessaria
para definir a curva de amplificacao e, 3) o Ct, que por sua vez, representa onde o
aumento da fluorescéncia atingiu o limiar (Thershold), podendo classificar as

amplificagbes que sao relevantes (ARYA et al., 2005).

Existem alguns fatores limitantes conhecidos dessa metodologia que podem
estar geralmente relacionados as falhas de amplificacdo, como a presenca de

inibidores de reacdo da PCR, ou o acumulo de moléculas de pirofosfato. Esses
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fatores podem interferir na amplificacdo, e assim, descaracterizar totalmente ou

parcialmente a fase exponencial da geracéo de copias de DNA (ARYA et al., 2005).

2.5.4.3 Sequenciamento do genoma completo (WGS)

O sequenciamento do genoma completo (WGS) € uma importante ferramenta
para a vigilancia em salde publica e epidemiologia molecular das doencas
infecciosas, auxiliando 0 monitoramento geografico de microrganismos
caracterizados a nivel molecular (CHOKSHI et al., 2006; GARDY; LOMAN, 2018).
A epidemiologia gendmica tem como objetivo delinear o perfil de surtos e a variagao
gendmica dos agentes infecciosos (VAN SOOLINGEN et al., 2016).

A metodologia WGS é essencial para o conhecimento da epidemiologia
molecular da DM, proporcionando a caracterizacdo de N. meningitidis, sendo capaz
de oferecer subsidios para o desenvolvimento e implementacédo de vacinas, além
da vigilancia pés-vacinal (GARDY; LOMAN, 2018). Entretanto, a dificuldade da
metodologia encontra-se na utilizacao de técnicas de bioinformatica para a analise
das sequéncias obtidas, com baixo custo, padronizadas, com alta reprodutibilidade
mundial e de facil acesso para os profissionais de saude publica (EULABCAP,
2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar e caracterizar cepas de Neisseria meningitidis na orofaringe de

portadores assintomaticos através da técnica de PCR em tempo real.

3.2 ESPECIFICOS

1. Padronizar a técnica de PCR em tempo real para a identificacdo de Neisseria
meningitidis em portadores assintomaticos, a partir do meio de transporte
STGG;

2. Validar os resultados obtidos pela PCR em tempo real com aqueles obtidos

através da cultura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DO ESTUDO

Foram coletados 1200 swabs de secrecdo de orofaringe de estudantes na
faixa etaria de 11 a 19 anos de idade matriculados na rede publica de ensino de
Salvador. Os foram semeados diretamente em meio de Thayer-Martin modificado
com VCNT (NUNES et al., 2016). Ap6s o plagueamento os swabs foram
introduzidos em meio de transporte STGG e mantidos a 4°C até a chegada ao IGM.
No laboratério, os tubos de STGG (O'BRIEN et al., 2001) foram acondicionados a -
70°C, e as placas incubadas a 37°C em estufa de 5% de CO2 para posterior

isolamento e identificacdo através de metodologia classica (WHO, 2011).

4.1 EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

O meio STGG, com o swab contendo a secrecdo de orofaringe, foi
descongelado a temperatura ambiente, homogeneizado e uma aliquota de 200uL
de cada amostra foi transferida para um tubo Eppendorf de 2mL. Em seguida,
procedeu-se a extracdo e purificacdo do DNA através do QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, California), seguindo as recomendacfes do fabricante. As
preparacdes de DNA obtidas foram congeladas a -20°C até a realizacao da técnica
de gPCR.

As amostras que apresentaram resultados discordantes entre a cultura e o
gPCR, apds a comparacéo dos resultados, foram submetidas a uma nova extragéo
de DNA a partir do STGG, alterando-se o volume do eluente de 100pul para 50pul na

etapa final, para concentrar o material.
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4.2 QUANTIFICACAO DO DNA

O DNA obtido das amostras em meio STGG foi quantificado no equipamento
de espectrometria NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Tecnologies,
Wilmington Delaware), a partir de 1uL do material eluido da extracdo de DNA. O
aparelho foi calibrado com agua de PCR e eluente do kit de extracdo antes do

processo de quantificacao.

4.3 REACAO DE PCR EM TEMPO REAL (qPCR)

As reacdes de gPCR foram executadas de acordo com a metodologia descrita
por Dolan Thomas e colaboradores (DOLAN THOMAS et al., 2011), utilizando o
equipamento Aplied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems e TagMan®
Universal master Mix I, With UNG (Aplied Biosystems®).

Os primers e as sondas utilizadas para a identificacdo da espécie N.
meningitidis (sodC) (DOLAN THOMAS et al.,, 2011) e para a detecgdo dos
sorogrupose seus respectivos alvos A (sacB), B (siaD), C (siaD), W (synG), X (xcbB)
e Y (synF) (WHO, 2011) sdo apresentados no Quadro 1, com as respectivas

concentracdes empregadas.

Para o processo de amplificacdo foi utilizado o seguinte programa de
temperatura para todas as reacoes: 1) 50°C por 2 minutos (1 ciclo); 2) 95°C por 10
minutos (1 ciclo); 3) 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (50 ciclos). Em cada
reacdo com volume total de 25uL, foram incluidos os seguintes componentes:
12,5uL da TagMan® Universal master Mix 11, With UNG (Aplied Biosystems®); 7,5uL
de H,O para PCR (ultrapura livre de DNA/RNA); 2L de cada primer direto e reverso;
2uL da sonda e 2uL de DNA.

Os experimentos foram realizados como reacdes de quantificacdo absoluta,
onde foram avaliados a positividade por ciclo de amplificacédo e caracteristicas da

curva de amplificagéo.
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A analise de especificidade dos primers foi realizada através da ferramenta
online Nucleotide BLAST (National Center for Biotecnology information)

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) com o objetivo de produzir uma reacao in

silico dos primers e sonda.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Quadro 1. Primers e sondas utilizados para a identificacdo de N. meningitidis.
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Alvo/Genogrupo

Sequéncia de Nucleotideos (5- 3")

Concentragéao final (nM)

Primer Direto GCACACTTAGGTGATTTACCTGCAT 300

sodC Primer Reverso CCACCCGTGTGGATCATAATAGA 600
Sonda CATGATGGCACAGCAACAAATCCTGTTT 5' FAM; 3' BHQ1 100
Primer Direto AAAATTCAATGGGTATATCACGAAGA 300

A Primer Reverso ATATGGTGCAAGCTGGTTTCAATAG 900
Sonda CTAAAAG"T"AGGAAGGGCACTTTGTGGCATAAT 5' FAM; 3' SpC6; "T" BHQ1 100
Primer Direto GCTACCCCATTTCAGATGATTTGT 300

B Primer Reverso ACCAGCCGAGGGTTTATTTCTAC 300
Sonda AAGAGATGGGYAACAAC'T" ATGTAATGTCTTTATTT 5' FAM, 3' SpC6, "T" BHQ1 100
Primer Direto CCCTGAGTATGCGAAAAAAATT 900

C Primer Reverso TGCTAATCCCGCCTGAATG 300
Sonda TTTCAATGC"T"AATGAATACCACCGTTTTTTTGC 5' FAM; 3' SpC6; "T" BHQ1 100
Primer Direto TATTTATGGAAGGCATGGTGTATG 100

W Primer Reverso TTGCCATTCCAGAAATATCACC 900
Sonda AATATGGAGCGAA'"T"GATTACAGTAACTATAATGAA 5' FAM, 3' SpC6, "T" BHQ1 200
Primer Direto TGTCCCCAACCGTTTATTGG 900

X Primer Reverso TGCTGCTATCATAGCCGCC 900
Sonda TGTTTGCCCACATGAATGGCGG 5' FAM; 3' BHQ 100
Primer Direto TCCGAGCAGGAAATTTATGAGAATAC 900

Y Primer Reverso  TTGCTAAAATCATTCGCTCCATAT 600
Sonda TATGGTG"T'"ACGATATCCCTATCCTTGCCTATAAT 5' FAM; 3' SpC6; "T" BHQ1 100
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Todas as reacdes foram realizadas em duplicata, em placas épticas de 96
orificios. Como controles positivo e negativo foram utilizadas, respectivamente,
cepas de referéncia de N. meningitidis gentilmente cedidas pelo Instituto Adolfo

Lutz, Sdo Paulo, e uma amostra de Escherichia coli ATCC 25922

As andlises foram realizadas no programa 7500 Software v2.0.6, com 0s
seguintes critérios: 1) positivas= reacbes que apresentaram Ct<35; 2)
indeterminadas: Ct=36-39; 3) negativas= Ct=40. Todas as reac¢0es consideradas
indeterminadas foram repetidas em duplicata, apos diluicdo a 1:4 e 1:10, para
afastar a possibilidade da presenca de inibidores de reacdo da PCR (DOLAN
THOMAS et al., 2011). Os mesmos critérios de analise foram adotados para a

caracterizacao dos genogrupos de N. meningitidis (WHO, 2011).

4.3.1 Padronizacéo e Validacao das Reacdes de qPCR

Para determinar a capacidade discriminatéria ou ponto de corte (Ct) que
melhor separava as amostras positivas das negativas foi realizada a analise
estatistica através da Curva ROC (Receiver Operating Characteristic Curve)
(HAJIAN-TILAKI, 2013), com o auxilio do software GraphPad Prism © 1995-2017,
versao 7.04. Para isto, os valores dos Cts obtidos através do ensaio de gPCR foram
analisados em comparacdo com o0s resultados da cultura (padrdo ouro), O
desempenho da curva ROC foi avaliado através do valor da area sob a curva e o

valor de p.

4.3.2. Andlise da Sensibilidade e Especificidade da Técnica de gPCR

Avaliou-se a acuracia da técnica de gPCR para a identificacdo de N.
meninigtidis a partir do meio STGG. A acuracia € a habilidade de um teste em
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fornecer resultados corretos e esta medida é dada por dois componentes: a

sensibilidade e a especificidade.

Desta forma, para avaliar as metodologias empregadas, foram calculados os
valores de sensibilidade, especificidade e dos valores preditivo positivo e negativo,
tomando-se por base a cultura como padrdo-ouro de identificacdo de N.

meningitidis.

Sensibilidade definido pela férmula: S = verdadeiros positivos / (verdadeiros

positivos + falso negativos).

Especificidade definido pela férmula: E = verdadeiros negativos / (verdadeiros

negativos + falsos positivos).
Valor preditivo positivo (VPP), Valor positivo / Valor positivo + Falso positivo.

Valor preditivo negativo (VPN), Valor negativo / Valor negativo + Falso

negativo.

4.4 METODO DE ENRIQUECIMENTO PREVIO

Para as amostras que apresentaram resultado negativo na qPCR e positivo na
cultura (método classico), foi realizado um enriquecimento prévio do material
contido no STGG, para favorecer o crescimento de N. meningitidis e melhorar a
capacidade de deteccédo do método. Para isto, uma aliquota de 200 pL do STGG foi
semeada em caldo Todd-Hewitt (Difco), adicionado dos antibiéticos vancomicina,
colistina, nistatina e trimetoprim, incubando-se a 37°C em estufa com 5% de CO:
durante 18-24 horas. Em seguida, procedeu-se a extracdo de DNA conforme
descrito no item 4.1 e a realizag&o da técnica de gPCR nas mesmas condi¢des (item
4.3).
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Como controle, uma aliquota do material enriquecido em caldo Todd-Hewitt foi
semeada em meio de Thayer-Martin, para possibilitar um novo isolamento em caso
de cepas viaveis (MANIGART et al., 2016).
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7/ RESULTADOS

Os resultados foram avaliados através de dois tipos de parametros:l)
utilizando-se os parametros descritos por Dolan-Thomas e colaboradores (2011) e
2) mediante validagédo do gene alvo sodC para obtencdo de parametros locais.

7.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE Neisseria meningitidis EM
AMOSTRAS MANTIDAS EM MEIO DE TRANSPORTE STGG EMPREGANDO OS
CRITERIOS DE DOLAN THOMAS (2011)

Um total de 1200 amostras de STGG foram analisadas para a identificagéo de
N. meningitidis pela técnica de gPCR, empregando-se 0s critérios para a definicdo

do Ct descritos previamente por Dolan Thomas e colaboradores (2011).

Mediante desses critérios foi possivel identificar 75 amostras positivas e 886
amostras negativas. Um total de 239 amostras apresentaram um resultado
indeterminado, as quais foram submetidas a uma nova reacédo de gPCR ap0s serem
diluidas a 1:4 e 1:10, o que nos possibilitou identificar mais 5 amostras positivas,

representando um total de 80 amostras positivas adicionalmente.

Como foi mencionado no item 4.1 o volume do eluente foi reduzido e nova
reacao de qPCR foi realizada para 12 amostras cultura positiva e gPCR negativo.
Deste modo foi possivel identificar quatro amostras positivas, resultando em um

total geral de 84 positivas e 1116 negativas (Tabela 1).
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Tabela 1. Ensaios de gPCR realizados nas 1200 amostras de STGG empregando os critérios de Dolan Thomas (2011).

Parametros do qPCR N° de amostras Total® Total GeralP
(%) (%) (%)
Ct < 35¢ (positivo) 75 (6,3) 80 (6,7) 84 (7,0)
Ct 36-39 (indeterminado) 239 (19,9) - -
Ct 2 40 (negativo) 886 (73,8) 1120 (93,3) 1116 (93,0)
Total 1200 (100,0) 1200 (100,0) 1200 (100,0)

Legenda: 2apds diluicdo 1:4 e 1:10 das amostras indeterminadas e novo ensaio de qPCR; Papds concentracdo do eluente; ¢ cycle threshold.
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7.2 CULTIVO DAS AMOSTRAS POSITIVAS NA CULTURA E NEGATIVAS NO
gPCR EM MEIO TODD-HEWITT

Um total de 12 amostras, que apresentaram resultado negativo na qPCR e
positivo previamente na cultura (método classico), foram submetidas ao
crescimento prévio em caldo Todd-Hewitt com VCNT (MANIGART et al., 2016). Em
seguida, foi realizado um novo ensaio de gPCR empregando os critérios de Dolan-
Thomas e colaboradores 2011. No entanto, ndo houve mudancga nos resultados
obtidos em comparagéo com os resultados sem o crescimento em Todd-Hewitt com
VCNT, ou seja, ndo foi encontrada nenhuma outra amostra positiva. Além disto, ndo
foi possivel a obtencdo de nenhum crescimento bacteriano em placas de Thayer-

Martin a partir do STGG enriquecido.

7.3 VALIDACAO LOCAL DA TECNICA DE gPCR UTILIZANDO O GENE sodC
COMO ALVO

Foi realizada uma validacéo através da analise da curva ROC, para os ensaios

de gPCR empregando o gene alvo sodC.

A &rea sob a curva ROC foi de 0,92, mostrando que as amostras com cultura
positiva apresentam um Ct mais baixo do que 92% das amostras cultura negativas
(P <0,0001). Esta analise demonstrou, portanto, que a gqPCR foi capaz de

discriminar as amostras cultura positiva e cultura negativa (Figura 5).
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Figura 5. Distribui¢cdo dos Cts obtidos para as amostras cultura positiva e cultura negativas através
da analise da curva ROC.
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A curva ROC demonstrou maior sensibilidade e especificidade para o Ct 38
(98,3% e 85,6% respectivamente) (Tabela 2). Deste modo, estabeleceu-se um novo
parametro de analise pela gPCR: (1) Ct < 38 (amostras positivas); (2) Ct 39

(amostras indeterminadas) e (3) Ct = 40 (amostras negativas).
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Tabela 2. Determinacao dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo, através da

curva ROC por Ct.

cycle threshold

35 36 37 38 39 40
Sensibilidade (%) 86,0 86,4 91,5 98,3 08,3 08,3
Especificidade (%) 97,0 97,0 96,7 96,4 91,6 87,7
VPP (%) 60,7 60,0 58,7 58,6 37,7 29,3
VPN (%) 99,2 99,3 99,5 99,9 99,9 99,9

Legenda: 2valor preditivo positivo; Pvalor preditivo negativo.
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7.4 IDENTIFICACAO DE N. meningitidis ATRAVES DA TECNICA DE gPCR
EMPREGANDO OS CRITERIOS VALIDADOS NESTE ESTUDO (Ct <38)

Utilizando os novos critérios de interpretagcdo neste trabalho, foram
identificadas 99 amostras positiva e 1001 negativas e 203 amostras indeterminadas.
Estas amostras com o padrdo indeterminado foram diluidas a 1:4 e 1:10 e
submetidas a uma nova reacdo de gPCR. Entretanto, ndo foi observado no
resultado final mantendo a identificacdo de 99 amostras positivas (Tabela 3).

Tabela 3. Ensaios de qPCR realizados nas 1200 amostras de STGG empregando

os critérios validados neste estudo.

Parametros do qPCR N° de amostras Total Geral?
(%) (%)
Ct<38® (positivo) 99 (8,3) 99 (8,3)
Ct 39 (indeterminado) 100 (8,3) -
Ct 240 (negativo) 1001 (83,4) 1001 (83,4)
Total 1200 (100,0) 1200 (100,0)

Legenda: 2apés diluicao 1:4 e 1:10 das amostras indeterminadas e novo ensaio de qPCR;
bcycle threshold.
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7.5 COMPARACAO DO ENSAIO DE gPCR (Ct<35) COM OS RESULTADOS DE
IDENTIFICACAO DE N. meningitidis OBTIDOS PREVIAMENTE ATRAVES DA
CULTURA (NUNES et al., 2016)

A identificacdo de N. meningitidis através da técnica de gPCR (sodC),
empregando o CT<35, mostrou uma positividade de 84 (7%) amostras, enquanto
gue na cultura foram obtidas 59 (4,9%) amostras positivas (Tabela 4). Um total de
33 (2,8%) amostras foram positivas no gPCR e negativas na cultura. Por outro lado,
12 (1%) amostras que haviam sido positivas na cultura, ndo apresentaram

amplificacdo no gPCR (Tabela 4).
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Tabela 4. Relacédo entre a técnica convencional (cultura) e a gPCR (sodC) na identificacdo de N. meningitidis partir

do meio de STGG, segundo o parametro de Dolan Thomas e colaboradores (2011).

gPCR (sodC) Cultura (Nunes et al., 2016)
_ : Total (%)
Ct <352 Positivos (%) Negativos (%)
Positivos 51 (4,3) 33(2,7) 84 (7,0)
Negativos 8 (0,6) 1108 (92,3) 1116 (93,0)
Total 59 (4,9) 1141 (95,0) 1200 (100,0)

Legenda: 2cycle threshold
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7.6 COMPARACAO DO ENSAIO DE gPCR (Ct<38) COM OS RESULTADOS DE
IDENTIFICACAO DE N. meningitidis OBTIDOS PREVIAMENTE ATRAVES DA
CULTURA (NUNES et al., 2016)

A identificacdo de N. meningitidis através da técnica de gPCR (sodC),
empregando o CT<38, mostrou uma positividade de 99 (8,3%) amostras, enquanto
gue na cultura foram obtidas 59 (4,9%) amostras positivas (Tabela 4). Um total de
41 (3,4%) amostras foram positivas no gPCR e negativas na cultura. Por outro lado,
uma amostra (0,1%) que havia sido positiva na cultura, ndo apresentou amplificacdo
no gPCR (Tabela 5).
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Tabela 5. Relacéo entre a técnica convencional (cultura) e a gPCR (sodC) na identificacdo de N. meningitidis partir do meio

de STGG, segundo o parametro validado neste estudo.

gPCR sodC Cultura (Nunes et al., 2016)
_ : Total (%)
Ct <382 Positivos (%) Negativos (%)
Positivos 58 (4,8) 41 (3,4) 99 (8,2)
Negativos 1(0,1) 1100 (91,6) 1101 (91,8)
Total 59 (4,9) 1141(95,1) 1200 (100,0)

Legenda: 2cycle threshold
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De modo geral, os ensaios de gPCR empregando os Ct<35 e Ct<38
apresentaram, respectivamente, uma sensibilidade de 86% e de 98%,
respectivamente; e uma especificidade de 98% e 96%, respectivamente. Os dois
métodos apresentaram um valor preditivo positivo de 60,7% (Ct<35) e de 58,6%
(Ct<38) e valor preditivo negativo de 99,2% (Ct<35) e de 99,9% (Ct<38) (Tabela 6).



59

Tabela 6. Determinacao dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo dos resultados

obtidos através da amplificacdo do gPCR, para o gene alvo sodC, de acordo com os parametros utilizados no estudo.

Parametro Sensibilidade (%) Especificidade (%) VPP2 (%) VPNP (%)
Ct<35¢ 86,0 97,0 60,7 99,2
Ct <38 98,3 96,4 58,6 99,9

Legenda: 2valor preditivo positivo; Pvalor preditivo negativo; cicletreshold.
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A Figura 6 ilustra os resultados gerais obtidos com os trés métodos de
identificacdo, de maneira isolada, ou em conjunto. De um total de 100 amostras de
N. meningitidis identificadas, 51 foram positivas nas trés metodologias empregadas.
Trinta e trés amostras apresentaram positividade nos ensaios de qPCR Ct<35 e
gPCR Ct<38; oito amostras foram positivas apenas pelo qPCR Ct<38; e sete
amostras foram positivas pela cultura e gqPCR Ct<38. Uma amostra foi positiva

apenas pela cultura.

qPCR - sodC Cultura (n=59)
Ct=38 (n=99)

qPCR - sodC
Ct<35 (n=84)

Figura 6. Numero de amostras positivas obtidas através das metodologias empregadas para a

identificacdo de N. meningitidis.
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7.7 IDENTIFICACAO DOS GENOGRUPOS DE N. meningitidis A PARTIR DO MEIO
DE TRANSPORTE STGG

Um total de 41 (n=41/100, 41%) amostras de orofaringe que foram positivas
somente pelo gPCR, e negativas através da cultura (NUNES et al., 2016), a partir
do STGG foram submetidas a uma nova reacao de gPCR, na tentativa de identificar
0 genogrupo das cepas de N. meningitidis. Todas as amostras apresentaram uma
reacao negativa para os genogrupos testados, sendo consideradas, portanto, nao-

grupaveis.
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8 DISCUSSAO

A cultura é considerada a metodologia padrao ouro para a identificagdo de N.
meningitidis (JORDENS et al., 2002). Esta metodologia é também importante para
o isolamento do patdbgeno e sua caracterizacdo fenotipica e genotipica,
principalmente em estudos epidemioldgicos. Entretanto, o emprego de técnicas
moleculares, como a PCR em tempo real (qQPCR) tem melhorado a capacidade de
deteccdo do meningococo (DOLAN THOMAS et al., 2011; MANIGART et al., 2016).

O presente estudo utilizou a técnica de gPCR para a identificacdo de N.
meningitidis isoladas de portadores assintomaticos, a partir de material de
orofaringe mantido em meio de transporte STGG. Além disto, procuramos comparar
os resultados desta técnica, com aqueles obtidos previamente a partir da cultura
(NUNES et al., 2016).

Os nossos resultados mostraram que a utilizagdo da técnica de gPCR descrita
por DOLAN THOMAS et al., 2011, aumentou o isolamento de N. meningitidis em
2,1%, quando comparado com a cultura. Esse achado estd de acordo com a
literatura, mostrando que o emprego de técnica moleculares, como a gPCR, é um
excelente adjuvante para a deteccao de portadores de N. meningitidis (JORDENS
et al., 2002; DOLAN THOMAS et al., 2011; SAFADI et al., 2014).

Neste estudo, foi possivel observar um aumento do niumero de amostras
positivas em comparacéo a cultura, sendo este resultado superior ao encontrado
por DOLAN THOMAS e colaboradores, 2011 (4 amostras) e por FINN e
colaboradores., 2016 (7 amostras); e inferior aqueles identificados por. MANIGART
e colaboradores 2016, através do enriqguecimento prévio e utilizagéo do gene alvo
porA,

Quando empregamos a técnica de gPCR padronizada com parametros locais,

foi observada uma maior sensibilidade na detec¢cdo de N. meningitidis, sem alterar
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significativamente a especificidade do método. Desta forma, o aumento do Ct para
<38 permitiu a identificacdo de 11 amostras positivas que foram consideradas
negativas pelo gPCR utilizando os critérios de DOLAN THOMAS e colaboradores
(2011) e que haviam sido positivas previamente através da cultura. O emprego da
cultura associada a qPCR (Ct<38) aumentou a detecc¢éo para 8,3% de portadores.
Esses achados mostram que os parametros locais padronizados neste trabalho,
associados a cultura, podem ser utilizados em estudos futuros de portadores de N.

meninigtidis.

Os ensaios de qPCR (Ct<35) e qPCR (Ct<38) ndo foram capazes de detectar
oito e uma amostra que foram positivas na cultura, respectivamente. Esta evidéncia
pode estar associada ao fato de termos utilizado apenas um swab, tanto para a
cultura quanto para o PCR. A obtencédo da secrecdo do material de orofaringe
através da utilizacdo de um swab de Rayon, que é pressionado e rolado sobre a
mucosa da parte posterior da orofaringe (CARTWRIGHT, 2001), é uma técnica
simples e rapida. Entretanto, ocasionalmente, algumas pessoas podem sentir um
pouco de nausea no momento da coleta, o que pode dificultar a aceitacdo do
voluntario para a utilizacdo de dois swabs. Por outro lado, o uso de um Unico swab
e o0 plagueamento prévio em meio de cultura pode reduzir ou esgotar o nimero de
microrganismos presentes no material (JORDENS et al., 2002), levando a obtencéo
de resultados falso-negativos.

Discrepancias entre resultados da cultura e de ensaios de gPCR também ja
foram relatados por outros autores. SAFADI e colaboradores (2014) investigaram o
efeito da vacinacdo com a vacina polissacaridica A/C no estado de portador de N.
meningitidis entre trabalhadores de duas refinarias, ap6s um surto de DM pelo
sorogrupo C. Esses autores observaram que de 104 amostras positivas, 96 foram
detectadas pela cultura e pelo gPCR; uma foi detectada apenas pela cultura e 8
foram detectadas apenas pelo gPCR. FINN e colaboradores (2016) encontraram
uma discrepancia em 23 amostras que foram cultura positiva e gPCR negativo,

empregando o gene alvo sodC.
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Um aspecto importante a ser mencionado consiste na metodologia de extracéo
do DNA. Quando utilizamos o kit de extracao da Qiagen (QIAamp DNA Mini Kit), o
protocolo do fabricante indica que o produto final deve ser eluido em 100ul de
eluente. Neste estudo, quando nés reduzimos o eluente para 50yl e realizamos novo
ensaio de gPCR para 12 amostras cultura positiva e qPCR negativo, foi possivel a
obtencéo de mais quatro amostras positivas. Esses dados mostram que a extracao
de DNA empregando este kit pode ser modificada para melhorar a quantidade de

DNA obtida na extracéo.

Um outro procedimento realizado para tentar aumentar a positividade dos
resultados através do qPCR foi 0 enriquecimento do material contido no STGG em
caldo Todd-Hewitt, associado a um posterior plaqueamento em placas de Thayer-
Martin. O enriquecimento prévio em caldo Todd-Hewitt foi realizado por MANIGART
e colaboradores (2016) em um estudo de portador com 999 adolescentes de 10 a
18 anos de idade em Gambia, Africa, mostrando ser mais de duas vezes sensivel
do que os métodos convencionais para detec¢cdo de N. meningitidis. No nosso
trabalho, esta metodologia foi realizada para as 12 amostras que haviam sido
previamente positivas na cultura mas que apresentaram um resultado negativo no
ensaio de pPCR. Entretanto, ndo foi possivel a obtencdo de nenhuma amostra
positiva, 0 que pode estar relacionado ao esgotamento do numero de

microrganismos presentes no material.

O fato de nédo termos conseguido identificar os genogrupos das amostras
positivas, obtidas pela gPCR, pode estar associado a dois fatores: ou as amostras
sdo verdadeiramente ndo grupaveis, ou esta técnica, realizada a partir de um meio
de transporte, ndo € ideal para a identificacdo de genogrupos. Em geral, o gPCR
para a identificacdo de genogrupos é realizada a partir de colonias isoladas,
mostrando-se bastante sensivel e especifica (MOTHERSHED et al., 2004). A
utilizacado do material em STGG para a extracdo de DNA gendmico e subsequente
analise das sequéncias obtidas poderia trazer maiores informagfes a respeito

dessas amostras.
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Os resultados deste trabalho trazem contribuic6es com relag&o a utilizagéo da
técnica de qPCR para a identificacdo de N. meningitidis, a partir do meio de
transporte STGG. A técnica de qPCR preconizada por Dolan Thomas e
colaboradores (2011), empregando o gene sodC como alvo, pode ser modificada
através da utilizagdo de um Ct<38 para amostras positivas, mostrando-se bastante

sensivel e especifica para a identificacdo de portadores de N. meningitidis.



66

9 CONCLUSAO

- Os ensaios de gPCR, empregando o gene alvo sodC aumentaram a sensibilidade
do estudo para a deteccdo de N. meningitidis em portadores assintomaticos em

comparacao com a cultura;

- O gene alvo sodC demonstrou um bom desempenho para identificagéo de cepas
de N. meningitidis em portadores assintomaticos.

- A técnica de qPCR empregando o Ct<38, padronizada e validada neste estudo, se
mostrou mais eficaz do que o ensaio de qPCR padréo (Ct<35), na detec¢do de N.

meningitidis a partir do meio de transporte STGG,;

- Esta técnica deve ser empregada em associacdo a cultura em estudos de

portadores de N. meningitidis;

- Deve ser considerada a utilizacao de dois swabs para a obtencdo do material de

orofaringe.

- Este estudo demonstra a necessidade de uma padronizacao e validacdo local dos
ensaios de gPCR, em estudo de portadores, para a determinacdo dos parametros

de andlise, que podem ser divergentes de outros protocolos ja estabelecidos;

- A optimizacao do qPCR teve um impacto positivo na sensibilidade do método.
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AREA EMITENTE: LAEDRATORND DE PATOLCHIA E BICLOGIA MOLECULAR
AL ZUNTO: Real Tima PCR

OBJETIVG

Fomecer protocolo de procedimento padrao para a realizagao do “real-ime PCR na
detecpdo de Nmeningiidis & carmctenzagao dos Somgrupos

APLICACAD
Este POP aplica-se ao LPBM = ao LEMB
DIVULGAGAD

Este POP & divulgado elketfonicaments na pasta de rede do LPBM na rede 1GM
local onde dewerao estar todos os demais POPs do LPEM. Sua consulia esta
disponivel somente para o pessoal do Laboratdrio de Patologia e Biologia Molecular
do 1GM. Uma copia em papel pode ser emitida pelo Responsavel Documentagao de
A0 CoM 3% Seguntes restricies:

*  nome da pessoa ou entidade destinatana desta copia deve constar do quadro de

Usuarics. Principais com a meng3o “Copia papel”.;_

*  previa autorizagan do responsavel para a aprovagao deste POP.

EMISSAD, REVISAD E APROVAGAD

Este POF fioc

»  Emitido por @ Ana Rafaela Moura |
»  Revisado por - Leila Carvalho Campos (LCC)

»  Aprovado por :
USUARIOS PRINCIPAIS
Acesso Nome Area
Copia Ongnal
Copia papsl
\ia rede
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AREA EMITENTE: LABDRATCORN DE PATCLCGIA E BIOLOGIA MOLECULAR
ATTUNTD: Rsal Tima PCR

HISTORICO
VERSAD |DATA | PAGINA | NATUREZA DA [ IDENTIFICACAD
MUDANCA
1 ZHING ] Criagao do docurnento | ARM
Revisio LCC
DESCRICAD
1. OBJETIO

Cemonsiar 0s componentes & os processos envolidos na identfcagao da
Neisseria meningitidls & o5 sorogrupos (A B, C, W, Y e X utiizando a técnica de
real-ime PCR

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTC

Real time PCR também conhecido como gPCR, combina amplficagio e detecgSo
Tl APENas UM Pass0 por mei do uso de fluoncnomos. Cuﬂud’ﬂﬂ'especrﬁma
ressonanca da fluorescéncia da transferéncia de enengia de sondas especificas
para a regido aleo mana a detecg3o do patdgeno & das caracteristicas genotipicas
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AREA EMITENTE: LABORATORM DE PATOL OGEIA E BIOLOGIA MOLECULAR
AZETUNTD: Real Tima PCR

especficas, uma wez que o sinal de fuorescénda =0 sera emitido s2 a sonda
imeragir com a regido alvo especiiica e consequentemente soffer hidrolizagde
durante a amplficagao. O valor da fluorescénda & diretamente proporcional a
quantidade do produto de amplificagdo do PCR
Fara a identificacac da Neisseria meningitidis sao ulilizades como genes alves
SodC, Cirh e os genes relasonados aos sonognupas (desoritos em ansxn)

3. CUIDADOS
= LUsar @lecos e os EPIS recomendados
» Realzar a cometa desinfeccdn das bancadas & matérias a serem utiizados,

antes & apds a realzagio do experiments

4. PROTOCOLO
41 EQUIPAMENTOS

PCR workstation
7500 Applied Biosystermsi
Vortex
Centrifuga
Freezer -20°C
Geladeira 470

4.2 MATERIAIS
1.5mi de tubcs para microcentrifuga (DMATMA free)
Ponteirzs com filtre (10 pL, 200 pl, and 1000 pl)
Pipetas (2 pL. 10 pL, 200 pL, and 1000 pL}
Flaca de 90 pogos
Fime adesho oplico ou tampas
Papel aluminio
EFI
Zaze
Papel toakha
Luva sem pd
Etanal (707%)
Perxido de Hidrogénio

43 REAGENTES e SUPRIMENTOS
Especime clinico ou DA
Conirole Positen
Primers & sondas diuidos
Perfecta (Quanta Biosciences)
Agua PCR
RMAse way
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ARES EMITENTE: LABDRATORKD DE PATOLCGIA E BIOLICG1A MOLECULAR
AZEUNTD: Real Tima PCR

4.4 PROCEDIMENTOS
4.41. Preparo da reagao
Cesenhar 3 template das amostras 3 serem anaisadas (vide anexo)
« Ao fazer o calculo para O Mastenmix Sempre acrescer mais 2 ao total de
AMosras para minimizar os Smos de pipetagem.
= Retirar o controle posiive e 3s amostras desconhecidas do freszer 2070

& dexados a termperatura amiients

Master Mix FFEL T

PCR H20 7

Fonward primer 2

Reverse primes 2L

Probessonda 2

CSF/DNA 2 .
- Preparar o mastermix de acondo com a tabela acima, sendo 53 reagoes
por tubo

+ Pipetar 23 pl do mastermix e disiribuir na placa de 29 pogos
= Adicionar 2 pl da agua para PCR ng MTC {conirole negateo)
« Cobrr placa com o fime opfico ou papel aluminio
» Remaover o adesivo
« Adicionar 2 plL do especime dinico ou do DMA e do confrole posiivo, na
bancada
» Ceririfugar a placa para remaocao de bolhas
4,42 Setup T30 ABI
+ Escolher modo “quantitative standart
« Importar “template” oiada no Excel (observar se os pogos NTC e
“unkown” est30 cometaments assinalados)
= Escolher o gene alvo (SodC, Cira e Somgrupos)
« Escolher o “dye” FAM e ROX (referéncia)

» Estabelecer ciclo com:
Therrrel Cycing Conditions
53°C for 10 min 1 oydle
95"Cfor 1% e
30 cycles
BO°C for 4 min :
= Salvar ensaio

- D3 inicay 3 reagio
= Ao fim da reagao dicar em “analyze” e depois salvar os resultados em
um C0 wirgem
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AREA EMITENTE: LABDRATORIO DE PATCL C:G14 E BIDLOGIA MOLECULAR
ATETUNTO: Real Tima PCR

4.4.3. Analise dos Resultados
a. 530 considerados positvos as amostras que apresentarem CT =
35, sendo que < 35 CT =40 devern ser diluidas em 1:4 & 1:10 &m agua
para PCR para diluir potenciais inibidores
b. Analisar cada cuna indiedualmente, observande o formato
sigmiside da cuna
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AREA EMITENTE: LABDRATORID DE FATOLOGIA E BIDLOGEIA MOLECULAR
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5. FORMULARIOS ANEXOD

TagMhan Temphite - 5. memimgifids

Daver RS Flks mamss |
S
[ | g [ T4 8 LR T N ] .__“.u._ = |
Tl

. Rt & | m
. I NN I A NN A SN S S S ALt
_“ [ bbb fmee | 48 3RS A
Iy [Promeer| T | 126 | 108
E w1 | LS6 | 108
F AL Prode 1 196 | 108
i 1_n.p._".. | | | | | | | | | | ._I.___n-.-. 21 |
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AREA EMITENTE: LAEORATORID DE PATOL 314 E BIOLOGIA MOLECULAR

AZEZUNTO: Real Tima PCHR

Anexo I

Flnal
Total | conc.

Working | Vol. of | viol. of | wol. of of

Stock stock | sfock | water |working | ollgo
Syninesls |Concentration| Primer | conc. |foadd|to add | stock |Inmn

hazay M. LM nams | pM p | pL ik
E267 7383 F35 275 33 |46 7| 500 300

M. men (s0dC) G268 47857 R4TE [l 78 | 4822 500 300
5139 20,58 T 125 69 |4931| 500 100

10200 354 55 F2531 75 31 | 4949 500 300

M. men A 02456 G2 g RG24 | 1126 | 89 |40 1] 500 200
919 1,52 Po2501i| 125 [ 102 | 4898 | 500 100

T4 Al 0 Frar 375 A7 | 4963 | 500 300

M. men B 7479 45132 Rag? 75 42 | 4958 | 500 300
TEEG 177,68 PbE3Di | 125 43 |4965| 500 100

053 T 15 F474 11,26 | 79 | 4824 | 500 200

M. men C 10159 43571 R551 375 43 | 4857 | 500 300
H 920 53,14 Pe4o5i | 125 | 4007 (4893 | 500 100

101596 4400 53 FEET 1.25 14 | 4986| 500 100

ML men W 10203 504 0 Fogd | 1125 | 4412 | 4888 | 500 200
TEES 57,05 Pba07Ti 25 26 | 4T84 | 500 200

2458 041234 Fi73 1125 | 88 |40 2| 500 200

M. men X T4 431,71 F23r | 11,25 | 130 | 4870 | 500 200
TES 15824 Fo 126 125 39 | 4961 | 500 100

213 4] 60 Frev7 11,256 | 140 | 4860 | 500 200

M. men Y 10204 52740 Raza filli] 71 | 4939 500 00
10210 24285 Poi0ed| 125 26 |487TA| 500 100

10204 A0 80 RMP-F £ 39 | 4961 | 500 400

RMNAse P 10205 43031 RMP-R 2 46 | 4954 | 500 400
a2 098,35 RKP-F 1 92 | 4948 | 500 100
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AMNEXD
Conc. Final
Ao Sequencia de Nudeotidecs {ni}
Fa51 GOACACTTASSTGATTTACCTECAT 300
sodd  |RaTE CCACCORTETGEATCATASTAGS E00
FbET CATGATGECACAGCAACASATOCTETTT Y FAM, 3 BHOL 100
F7s3 TETETTOCGTATACSCCATT 300
o4 |FEE GOCATATTCACACGATATALT 500
— AACCTTGAGCAA T CCATITATCCTGACSTTOT 5' FAM, BHOL 100
i on T, 3 SpLE
=253 ASAATTCAATEEETATATCACEANEA 300
- RaE14 ATATGETECAAGCTEETTTCAATAS 500
piniy CTAAAR G T A CAAGEECACT T BT S S0ATART 100
P e 5 FAR; 3' BpCE; "T" BHG
Frar GOTACCCCATTTCASATEATTTGT oo
i Rg2 ACCACCCOASSETTITATITCTAS 300
[Meng ASGACATGGEYAACAAD T ATETAATETCTITATIT 100
PbE3Y S FAM, 3" SpCs, T BHEI,
TATE COCTEASTATGLEAASAMAATT S00
- Rss TGCTAATCCCECCTEAATE 3o
MenC) TTTCAATEC T AATGAATACCACCETTITTITES 100
Sh4ASL T FAM: 3 3pCE; TN EHGT
ZBST TATTTATGEAAGGCATGETETATE el
] TTECCATTCCAGAMATATCACT S00
spnd AATATGRAGCHAN T EATTACAGTAACTATAAT ZAS, 200
[Memin] 5 FAM, 3 3piE, "T" BHQ1
SH0T)
O L TETCOCCAACCSTTTATTGE S00
Menxy  |F237 TGCTECTATCATASCO GO S00
TETTTECCCACATSAATEECEE 100
Fol3s I FAM; 3 BHG
F |EmE TCOEASCAGEAAATTTATSASAATAL 500
L
m-lj::w- RS29 TTGCTAAMATCATTCECTCCATAT e
' TATGGE TG TACGATATCCC TATOC TTGC CTATAAT 104
PRl o EAME ¥ SplE; T BHE
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