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(LAMP) no desenvolvimento de um teste para o diagnostico da peste. 2013. Dissertacdo
(Mestrado em Saude Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo
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RESUMO

A peste, infeccdo causada pela bactéria Yersinia pestis, € uma zoonose primaria de roedores,
geralmente transmitida por pulgas, que infecta humanos e outros mamiferos. O diagnostico
bacterioldgico tradicional da peste pode ser comprometido pela qualidade das amostras
coletadas em é&reas remotas, transportadas inadequadamente e recebidas no laboratério
semanas apds a coleta. Técnicas de diagnostico molecular dispensam o cultivo e séo
exequiveis quando as bactérias estdo inviaveis ou em amostras multicontaminadas. Métodos
moleculares convencionais (PCR, gPCR, Nested-PCR) requerem equipamentos sofisticados
para amplificacdo e visualizacdo dos resultados, impedindo seu uso em laboratorios menos
equipados. A amplificacdo isotérmica mediada por loop (Loop-mediated isothermal
amplification - LAMP), uma variacdo da PCR convencional, utiliza enzima que permite
amplificacdo isotérmica, apresenta alta especificidade, sensibilidade, rapidez e custo reduzido,
sendo utilizada na deteccdo de diversos patdgenos. Esta técnica emprega de quatro a seis
primers e a enzima Bst DNA polimerase, que além da atividade de sintese, atua abrindo a fita
dupla de DNA. O resultado da amplificacdo € visualizado no préprio tubo, a olho nu. O
objetivo deste projeto foi aplicar a técnica LAMP no desenvolvimento de um teste para o
diagnostico da peste. Foram construidos cinco primers especificos para amplificacdo do gene
cafl, exclusivo de Y. pestis, utilizados em ensaios com o DNA da cepa Y. pestis A1122, para
determinar as concentragcfes 6timas dos reagentes, temperatura de incubacao (60°C, 63°C e
65°C) e tempo de duracdo da reacdo (15, 30, 45, 60 e 90 minutos). As reacdes foram
incubadas em banho maria. A amplificacdo foi visualizada diretamente nos tubos contendo
SYBR® Safe ou SYBR® Green I. Foi observado que a partir de 45 minutos de reacéo ocorre
amplificacdo do gene cafl, nas trés temperaturas testadas. Além disso, a técnica mostrou-se
especifica e sensivel, detectando até 10 pg de DNA de Y. pestis.

Palavras chave: Peste, diagnostico, Yersinia pestis, Técnicas de Amplificacdo de Acido
Nucléico, Avaliacao.



NUNES, Mariana de Lira. Application of the technigue Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) in developing a test for the plague diagnosis. 2013. Dissertacdo
(Mestrado em Saude Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2013.

ABSTRACT

Plague, Yersinia pestis infection, is a primary rodent disease, usually transmitted by fleas,
which infects humans and other mammals. The bacteriological diagnosis of plague may be
hampered by the quality of the samples collected in remote areas, improperly transported and
arrived at the diagnosis laboratories, weeks after collection. Molecular diagnostic techniques
exempt culturing and are feasible in multicontaminated samples or if bacteria no longer lives.
Most of the molecular methods (PCR, qPCR, Nested PCR) uses sophisticated equipment for
amplification and results observation, precluding its use in less equipped laboratories. Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP), a variation of conventional PCR, uses an enzyme
for isothermal amplification, with high specificity, sensitivity, rapidity and low cost, and has
been used for different pathogens detection. This technique employs four to six primers and
Bst DNA polymerase enzyme and the amplification result is naked eye seen on the reaction
tube. The objective of this work was to develop a LAMP-based procedure for plague
diagnosis. Five specific primers were designed to amplify the cafl gene, specific of Y. pestis
and were used in assays with DNA from Y. pestis strain A1122 to determine the optimal
concentrations of reagents, temperature (60°C, 63°C and 65°C) and reaction time (15, 30, 45,
60 and 90 minutes). The reactions were performed in a water bath and the amplifications were
seen directly in the tubes containing SYBR ® Safe or SYBR® Green |. Detectable
amplification of the cafl gene was attained after 45 minutes at the three temperatures tested
and the technique proved specific and sensitive, being able to detect up to 10 pg of DNA.

Key-words: plague, diagnosis, Yersinia pestis, Nucleic acid amplification method, evaluation.
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1 INTRODUCAO

A peste, infeccdo causada pela bactéria Yersinia pestis, € uma doenca primaria de
roedores, geralmente transmitida por pulgas, que pode, ocasionalmente, infectar seres
humanos e outros mamiferos. A peste é considerada uma doenga re-emergente pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), com aparente tendéncia ao aumento do nimero de
casos e dispersao geografica (ALMEIDA; TAVARES, 2010).

Pelas suas caracteristicas epidemioldgicas, a peste pode gerar uma situacdo de
emergéncia em saude publica internacional e na ocorréncia de casos de peste pneumonica a
OMS deve ser imediatamente notificada, conforme o Regulamento Sanitério Internacional —
RSI. Para cumprir as determinacfes do RSI é imprescindivel que se disponha de métodos
precisos e eficientes de diagndstico (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2005).

No Brasil, a peste persiste em dois focos: o foco do Nordeste e o foco da Serra dos
Orgéos. O dltimo caso de peste humana confirmado laboratorialmente no pais ocorreu em
fevereiro de 2005, no estado do Ceara, apds oito anos sem registro da doenca, o que reforca a
importancia da vigilancia permanente nestes focos, mesmo em periodo de siléncio
epidemiolégico (ALMEIDA; TAVARES, 2010).

O diagnostico bacterioldgico tradicional, composto por cultura bacteriana, utilizado na
rotina de vigilancia da peste, pode ser prejudicado por conservagéo e transporte inadequados
das amostras. Amostras multi-contaminadas, consideradas negativas por analise da cultura,
podem ser positivas para peste ao se utilizar o método de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), comprovando a importancia do emprego de técnicas moleculares no diagndéstico da
peste (MELO; ALMEIDA; LEAL, 2003). Diante disso, o Servico de Referéncia em Peste
(SRP) de abrangéncia nacional, localizado no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
(FIOCRUZ - PE), vem desenvolvendo e avaliando métodos de diagnostico molecular que
possam ser utilizados na rotina e, principalmente, em situacGes emergenciais.

O diagndstico molecular da peste em amostras bioldgicas tem como principal alvo de
amplificacdo o gene cafl, ja que o mesmo é exclusivamente detectado em Y. pestis,
oferecendo especificidade requerida para as técnicas empregadas (SOUZA et al., 2007). Além
disso, esse gene apresenta sequéncia bastante estavel, dificilmente sofrendo mutacao.

Muitos métodos moleculares (PCR, gPCR, Nested-PCR e PCR multiplex) foram
desenvolvidos para superar 0s obstaculos oferecidos pelas principais técnicas utilizadas no

diagnostico classico. Porém, apresentam varias desvantagens intrinsecas, como o0
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requerimento de termociclador, tempo consumido para analise p6s-PCR, métodos laboriosos
para detecgéo dos produtos de amplificagdo, equipamentos caros e sofisticados, sendo, muitas
vezes, inviavel sua implementacdo em laboratorios de paises em desenvolvimento (PARIDA
et al., 2008).

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (Loop-mediated isothermal amplification
- LAMP), originalmente relatada por Notomi et al. em 2000, € uma técnica inovadora para
amplificacdo de genes, que consiste, basicamente, na amplificacdo isotérmica do DNA alvo
utilizando seis primers diferentes, sendo dois primers internos (FIP e BIP), dois primers
externos (F3 e B3) e dois loop primers que hibridizam na volta formada (FLP e BLP),
especialmente desenhados para amplificar oito regiGes no gene alvo. A reacdo € processada
em banho maria a temperatura constante, cerca de 65°C, pois utiliza Bst polimerase, enzima
com atividade de separacdo de dupla fita de DNA, durante, aproximadamente, 45 minutos
(PARIDA et al., 2008; SALEH; SOLIMAN; EL- MATBOULLI, 2008).

Ap6s a amplificagdo, o resultado pode ser observado no proprio tubo, dispensando o
uso de técnicas de observacdo tradicionais, ja que durante o processo de amplificacdo ha
alteracdo da turbidez da amostra por formacdo de precipitado branco decorrente da
acumulacdo de pirofosfato de magnésio em proporcdo aos produtos amplificados, sendo
assim, ideal para monitoramento a olho nu. Ainda em relacdo a observacdo da reagdo de
amplificacdo, o precipitado pode ser observado sob iluminagdo ultravioleta, apos adi¢do de
SYBR® Safe ou sob iluminacgéo natural, apos adicdo SYBR® Green | (PARIDA et al., 2008).

Considerando as vantagens da rapida amplificacdo, operacdo simples, baixo custo, alta
sensibilidade e facil deteccdo, o LAMP tem aplicacdo potencial para diagndstico clinico,
assim como para vigilancia de doencas infecciosas em paises em desenvolvimento, sem que
haja requerimento de equipamentos sofisticados (MORI; NOTOMI, 2009; PARIDA et al.,
2008).

O método do LAMP tem sido desenvolvido em forma de kits comerciais, sendo alguns
deles adotados como método oficialmente recomendado para identificacdo de microrganismos
na rotina clinica e vigilancia epidemioldgica no Japdo (MORI; NOTOMI, 2009). Essa técnica
tem sido utilizada na deteccéo de diversos patdgenos, incluindo bactérias e virus. Porém, na

literatura ndo ha registros acerca da utilizacdo dessa técnica no diagndéstico da peste.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Peste

A peste é uma doenca infecciosa aguda causada pela bactéria Yersinia pestis. E
primordialmente uma zoonose de roedores, geralmente transmitida pela picada de pulgas
infectadas, e que pode, em determinadas condigcbes epizodticas, infectar seres humanos e
outros mamiferos. O homem pode ser infectado quando penetra no ecossistema dos roedores
durante atividades de caca, agricultura, comércio ou lazer. Individuos de todas as idades e de
ambos 0s sexos sdo suscetiveis a peste (PERRY; FETHERSTON, 1997).

A peste humana apresenta trés formas clinicas principais: bubdnica, septicémica e
pneuménica, além de outras formas mais raras, como a meningea, a cutanea primaria, a
faringea, a endoftdlmica e uma forma benigna ou ambulatorial, a pestis minor (ALMEIDA;
TAVARES, 2010; BRASIL, 2010a).

A peste bubdnica ocorre quando os bacilos s&o introduzidos através da pele pelas
pulgas e sdo levados através da corrente sanguinea e linfatica para o linfonodo mais proximo
ao local da picada. No linfonodo a bactéria se multiplica, produzindo inflamacéo
caracterizada pelo aumento de volume, rubor e dor local — o chamado bubédo que da o nome a
doenga: “Peste Bubonica” (Figura 1). Os bubdes, extremamente dolorosos, possuem tamanho
e formato (redondo, ovalar) variado, se encontram localizados, principalmente, na regido
inguino-crural (70%), mas também ocorrem na regido axilar (20%) e cervical (10%). Em
geral, o bubdo é unico, raramente sendo multiplo. A peste bubdnica é a forma predominante
da doenca (80 a 95% dos casos) com mortalidade de 10 - 20% e tem como sintomas, além da
presenca do bubdo, calafrios, cefaléia, febre alta, mialgias, anorexia, nauseas, vomitos e dores
generalizadas. O periodo de incubacdo da doenca varia de dois a seis dias (ALMEIDA,
TAVARES, 2010).
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Figura 1— Bubdes pestosos (setas) nas regides cervical (A), axilar (B) e inguinais (C e D).

Fonte: Adaptado de Brasil (2008).

A peste septicémica, pode ser primaria, adquirida através da introducdo da bactéria
diretamente através da conjuntiva ocular ou através de abrasdes da pele por acidentes com
tecidos ou materiais contaminados nos trabalhos em campo ou em laboratério, ou secundaria
as outras formas de peste. A peste septicémica € caracterizada pela presenca do bacilo no
sangue, sem reacdes ganglionares visiveis, acompanhada de febre, dor de cabega, mal estar,
calafrios e distarbios gastrointestinais. O inicio é fulminante, com febre elevada, prostracao
intensa, hipotensdo arterial e hemorragias em varios 6rgdos, sendo letal em 30 a 50% dos
casos, quando ndo tratada correta e prontamente (BRASIL, 2010a).

A peste pneuménica ocorre pela introducdo do bacilo através da mucosa respiratéria
(peste pneumdnica primaria) ou secundariamente as outras formas da doenca. A letalidade é
alta, sendo a forma de mais alto grau de contagio (transmissdo pessoa-a-pessoa) e alta
capacidade de provocar epidemias pela formagdo de aerossois (ALMEIDA; TAVARES,
2010; INGLESBY et al., 2000). Apds um curto periodo de incubacdo (dois a trés dias) ha o
desenvolvimento abrupto de sintomas, como: febre alta, calafrios, arritmias, hipotensdo,
nauseas, vomitos, astenia e confusdo mental. Inicialmente, os sinais e sintomas pulmonares
sdo discretos ou ausentes, posteriormente, surgem dores no térax, respiracdo curta e rapida,
com expectoracao sanguinolenta e rica em bacilos pestosos (ALMEIDA; TAVARES, 2010).

A forma meningea, bastante rara, ocorre em consequéncia da disseminagédo
hematogénica do bacilo para as meninges, e esta associada com febre e sinais meningeos. Ja
na forma faringea, adquirida ap6s a inalagdo ou ingestdo de bacilos, observa-se linfadenopatia
cervical (INGLESBY et al., 2000).



Aplicacdo da técnica Loop-mediated... NUNES, M. L. 18

Em oposic¢do as formas graves, hd um quadro clinico oligossintomatico, denominado
peste benigna ou pestis minor, caracterizada clinicamente por manifestagdes gerais leves,
como adenopatia discreta, febre baixa e que evolui para cura espontanea (ALMEIDA,
TAVARES, 2010).

O tratamento da peste deve ser precoce e intensivo devido a gravidade e a rapidez da
evolugdo da doenga, visando deter a bacteremia e superar a toxemia. As chances de
sobrevivéncia do paciente estdo diretamente ligadas a precocidade da antibioticoterapia,
especialmente nas formas mais graves (pneumoénica, septicémica, meningea). Durante as
primeiras 48 horas do tratamento recomenda-se o isolamento do paciente a fim de minimizar
0 risco de propagacéo dos casos (ALMEIDA; TAVARES, 2010).

Os aminoglicosideos, estreptomicina e gentamicina, sdo as drogas de primeira escolha
para o tratamento da peste e a doxiciclina uma droga de escolha alternativa. O trimetropim,
sulfametoxazol ou tetraciclina sdo utilizados na quimioprofilaxia em individuos que
mantiveram contato proximo com pacientes acometidos por peste pneuménica ou que co-
habitam com doentes de peste bubbnica (ALMEIDA; TAVARES, 2010).

Embora em Madagascar e na Russia tenham sido detectadas algumas cepas resistentes
aos antibidticos de primeira escolha, utilizados no tratamento da peste, este fato ainda néo
interfere na terapéutica antimicrobiana. Entretanto, o surgimento e a possibilidade de
propagacao de cepas resistentes a maltiplas drogas (MDR) de Y. pestis representa uma grande
ameaca a salde humana e constitui motivo de preocupacdo (GALIMAND et al., 1997;
STENSETH et al., 2008).

As primeiras vacinas desenvolvidas contra a peste eram produzidas com culturas de
cepa total: uma utilizava a cepa virulenta 195/P inativada pela formalina (formol killed
vaccin) e outra utilizava a cepa EV-76 avirulenta pela perda do fendtipo pigmentacdo ou
delecdo do loco Pgm. Apesar de proteger contra a forma bubénica da doenca, estas vacinas
apresentavam baixa eficacia contra a forma pneumoénica, além de produzirem sérios efeitos
colaterais, tendo seu uso interrompido nos Estados Unidos desde 1999 (SUN; ROLAND;
CURTISS 111, 2011).

Novas vacinas recombinantes contra antigenos especificos da Y. pestis (F1V ou rF1V
e rV10) estdo em fase clinica de teste (SUN; ROLAND; CURTISS |11, 2011). Derbise et al.
(2012) desenvolveram uma vacina oral (V674pF1) com uma cepa de Y. pseudotuberculosis,
atenuada pela delecdo da ilha de alta patogenicidade (HPI) e de dois genes (psaA - codifica

antigeno do pilus e yopK - codifica a proteina efetora YopK do sistema de secre¢do do tipo
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I11), capaz de produzir o antigeno capsular F1, pela introdugdo do operon caf. Em testes com
animais a V674pF1 confere alta protecdo contra a peste pneumonica.

O uso de antibidticos e medidas de vigilancia e controle reduziram significativamente
a morbidade e a mortalidade associadas a peste, entretanto, esses procedimentos néo
permitiram sua erradicacdo (STENSETH et al., 2008).

A peste ainda representa uma grande ameaca devido a existéncia de numerosos focos
naturais, re-emergéncia em varios paises, possibilidade de rapido deslocamento de infectados
e o risco de utilizacdo do bacilo como arma biol6égica em ataques bioterroristas. Em vista
disto, a OMS classificou a Y. pestis como nivel 3 de Biosseguranca e classe A de
Bioterrorismo (INGLESBY et al., 2000).

Conforme o Regulamento Sanitario Internacional (RSI), na ocorréncia de casos de
peste pneuménica, a OMS deve ser imediatamente notificada, a fim de evitar uma situacdo de
emergéncia de sadde publica internacional (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2010).

A notificacdo compulsoria de toda atividade pestosa é obrigatoria e a vigilancia
permanente nos focos e locais por onde a infeccdo possa ser introduzida € de extrema
importancia. As atividades de controle devem ser desenvolvidas em todas as areas pestigenas
e, por exigéncia do Regulamento Sanitario Internacional, nos portos e aeroportos
internacionais. Elas tém por objetivo evitar a infec¢cdo de humanos pelo controle dos focos
naturais, reduzir a letalidade, impedir a ocorréncia de epidemias, avaliar continuamente o
risco de infeccdo para humanos e impedir a reintroducdo da peste urbana através de portos e
aeroportos (BRASIL, 2010a).

2.2 Histérico da Peste

A peste tem uma longa histéria na humanidade, com sua provavel origem no Planalto
Central Asiatico, sendo responsavel, em diferentes épocas, por milhées de mortes em todo o
mundo. Os relatos mais antigos sobre peste datam da era Pré-crista e estdo descritos na biblia,
mais precisamente no Il Livro de Samuel (GAGE; KOSQY, 2005; POLLITZER, 1954).

Na era Crista trés pandemias estdo bem caracterizadas. A primeira pandemia de peste,
denominada Peste de Justiniano, ocorreu durante os anos de 541 a 750 d.C; teve inicio no
Egito, sendo disseminada pelo norte da Africa, Europa e paises do centro e do sul do

continente asiatico, dizimando mais de 100 milhdes de pessoas (POLLITZER, 1954).
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A segunda pandemia, a temivel Peste Negra, que dizimou cerca de um quarto da
populagio européia, teve inicio na Asia, no século XIV e se espalhou por toda Europa e Norte
da Africa, persistindo até o século XVI (POLLITZER, 1954). Apesar das controvérsias, a
descoberta de material genético de Y. pestis em cadaveres enterrados em covas medievais,
forneceu suporte para confirmar a Y. pestis como o agente causador da Peste Negra
(RAQULT et al., 2000).

Toda devastacdo provocada por essa pandemia acabou por estimular grandes avancos,
como, por exemplo, 0 advento da pesquisa clinica, de regulamentacdes de saude publica, de
novas politicas na medicina educacional e préatica e, principalmente, a criacdo de hospitais que
tinham por objetivo tratar pacientes e ndo apenas isola-los da comunidade (PERRY;
FETHERSTON, 1997).

A terceira pandemia teve inicio na provincia de Ydinnan, na China, em 1855. Devido a
maior facilidade de deslocamento, gracas aos progressos dos meios de transporte
(principalmente navios a vapor), a infeccdo espalhou-se rapidamente, atingindo Hong Kong
em 1894 e, em menos de 50 anos, disseminou-se para Africa, Europa, Havai, Jap3o, india,
Oriente Médio, Filipinas e Américas (PERRY; FETHERSTON, 1997). Como consequéncia
dessa disseminacdo, diversos focos naturais foram estabelecidos em regides do mundo até
entdo indenes (POLLITZER, 1954). A expansdo desta pandemia entrou em declinio apds a
Segunda Guerra Mundial, devido a substituicdo dos antigos navios pelos novos, a prova de
ratos (MOLLARET, 1989), mas na realidade a terceira pandemia ainda esta em curso.

Em 1894, Alexandre Yersin isolou pela primeira vez o bacilo da peste em Hong Kong,
0 qual possui atualmente a denominacdo de Yersinia pestis, em sua homenagem. Em 1896,
Yersin desenvolveu o primeiro anti-soro contra 0 microrganismo, utilizando-o para curar um
paciente. Em 1898, Paul-Louis Simond descobriu o papel da pulga na transmissdo da doenca
(POLLITZER, 1954).

2.3 Epidemiologia da peste

A peste é considerada uma das doencas epidémicas mais devastadoras da historia.
Apresenta padrdo sazonal na maioria dos paises endémicos, com distribuicdo geografica bem
definida, a qual se correlaciona com a predominancia de roedores e sua ecologia. A peste €

predominantemente rural, entretanto, surtos urbanos tém ocorrido em Madagascar e
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RepUblica Unida da Tanzania (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010; PERRY;
FETHERSTON, 1997).

No Brasil, a ocorréncia de peste humana esta limitada a casos esporadicos. Entretanto,
0s inqueritos sorologicos das atividades de vigilancia e controle nas areas focais tém
detectado anticorpos antipestosos nos animais sentinela (cdes domesticos), confirmando que,
apesar de sua aparente regressdo, a peste permanece enraizada nos focos silvestres
(TAVARES et al., 2012).

A epidemiologia da peste é complexa e pode ser descrita por quatro ciclos
bioecoldgicos (Figura 2) (BRASIL, 2008). O ciclo enzodtico (1) ocorre entre 0s hospedeiros
naturais moderadamente resistentes e envolve algumas espécies de roedores silvestres. O ciclo
epizodtico (2) inclui a transmissdo do bacilo entre as espécies silvestres sensiveis. Essas
espécies frequentemente morrem, consequentemente suas pulgas buscam outros hospedeiros,
como os roedores comensais. O ciclo domiciliar ou urbano (3), pode ocorrer como
consequéncia do ciclo epizdotico. Neste, 0s homens e pequenos carnivoros, como cées e gatos
domeésticos, podem contrair a infeccdo por roedores silvestres infectados ou através da picada
de pulgas. O ciclo pneumdnico (4), caracterizado pela transmissdo pessoa-a-pessoa, ocorre
pela inalacdo de aerossoOis produzidos nos casos de peste pneumdnica, por acidentes com
tecidos ou materiais contaminados em trabalho de campo ou laborat6rio, ou em decorréncia

de possivel utilizacéo da bactéria como arma bioldgica (BRASIL, 2010a).

Figura 2 — Ciclo epidemiolégico da peste.
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Das quase duas mil espécies de roedores existentes no mundo, cerca de 230 espécies
podem albergar naturalmente a Y. pestis (BRASIL, 2010a). No Brasil, os principais roedores
envolvidos no ciclo epidemioldgico da peste pertencem aos géneros: Necromys, Calomys,
Oligoryzomys, Oryzomys, Galea, Trychomys e Rattus rattus (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2002).

As pulgas participam do ciclo como vetores-reservatorio do bacilo da peste, possuindo
assim, papel fundamental na transmissdo ao ser humano e na manutencdo da Y. pestis nas
comunidades animais. Das 1.200 espécies conhecidas, 55 sdo encontradas no Brasil e as
espécies Polygenis bohlsi jordani e Polygenis tripus sdo os principais vetores da peste entre
0s roedores no foco do Nordeste do Brasil. A pulga Pulex irritans, popularmente denominada
“pulga do homem”, também desempenha papel importante na transmissao pessoa a pessoa. A
espécie Xenopsylla cheopis ¢ “historicamente” considerada o vetor mais eficiente da peste
pela sua capacidade de blogueio do proventriculo, consequente a multiplicacdo das bactérias e
formacdo de biofilme (Figura 3). O bloqueio do proventriculo das pulgas impede sua
alimentacdo, deixando-as famintas, o que as estimula a picar repetidamente, infectando assim
novos hospedeiros mamiferos. Durante esse processo, 0 sangue ingerido € regurgitado,

inoculando grande quantidade de bacilos no hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 3 — Trato digestivo de pulga ndo-infectada e infectada com Y. pestis.

Fonte: Adaptado de Prentice; Rahalison (2007).

Nota: A) Trato digestivo dissecado de pulga ndo infectada mostrando a localiza¢do do proventriculo (PV), que
conecta o esdfago (E) ao intestino médio (MG). B) Trato digestivo dissecado de pulga com PV blogqueado. As
setas mostram duas matrizes incorporando agrupamentos de Y. pestis que se libertaram do biofilme no
proventriculo.

Outro meio de contaminacdo, quando ha lesbes na pele, é através do contato ou
manipulagdo de tecidos de animais infectados, sobretudo roedores e lagomorfos (BRASIL,
2010a). E importante ressaltar que alguns costumes também podem favorecer a infeccio

humana, a exemplo da ingestdo de carne de camelo em paises da Asia e Oriente Médio, de
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roedores na América do Sul: mocoés, preas e punarés no Brasil e porquinhos-da-india nos
paises andinos (OLIVEIRA et al., 2011).

As aves sdo refratarias a infeccdo pela Y. pestis e ndo participam do ciclo natural da
doenca, no entanto, podem desempenhar um papel importante na transmissdo da doenca
através do transporte de pulgas infectadas (STENSETH et al., 2008).

2.4 Situacao da peste no mundo

Apesar de todos os casos notificados a Organizacdo Mundial da Saude anualmente,
acredita-se que 0s nameros totais sejam sub-estimativas da situacdo real, em decorréncia de
uma vigilancia inadequada e do temor do impacto que uma notificacao teria sobre a economia
mundial (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010; STENSETH et al., 2008).

A peste continua a representar uma ameaca em varias partes do mundo, apesar de
muitas vezes ser vista, equivocadamente, como uma doenca do passado e de reaparecimento
improvavel (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010; STENSETH et al., 2008). A
Organizacdo Mundial da Saude estima que ocorram em media entre 1.000 a 3.000 casos de
peste anualmente em todo o mundo. Periodos de siléncio, com poucos ou nenhum caso
humano, podem levar & crenca errénea de que a peste foi erradicada (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

A peste permanece na América do Norte (Estados Unidos); América do Sul (Brasil,
Equador, Peru e Bolivia); Africa (Madagascar, Mocambique, Uganda e Tanzania) e Asia
(China, Vietnd, Mongdlia e na Asia Central) (Figura 4) (CENTRO DE CONTROLE E
PREVENCAO DE DOENCAS, 2009).

Figura 4 — Distribuicdo mundial da peste 2000 - 2009.
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Fonte: Adaptado de Centro de Controle e Prevencao de Doencas (2009).
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Particularmente na Africa, 0 nimero de casos e 0 nimero de paises relatando peste
tém aumentado durante as Ultimas décadas (NEERINCKX et al., 2010; STENSETH et al.,
2008).

Entre 2004 e 2009, mais de 12.503 casos de peste humana foram reportados por 16
paises localizados na Africa, Asia e Américas. A média mundial de casos fatais foi de 6,7%.
Os quatro paises que apresentaram mais casos nesse periodo, foram: Republica Democrética
do Congo, Madagascar, Peru e Estados Unidos. A Africa foi o continente mais atingido, oito
paises africanos notificaram 12.209 casos, incluindo 814 mortes, contabilizando 97,6% do
namero total de casos e 96,6% do nimero de mortes no mundo durante os anos de 2004 a
2009 (ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

No primeiro semestre do ano de 2012, foi confirmado um caso de peste humana no
estado de Oregon nos Estados Unidos (QUINN, 2012) e em janeiro de 2013, um mercado da
cidade de Trujillo, no Peru, foi interditado pela presenca de pulgas infectadas.

A'Y. pestis estad entre os doze patdgenos que podem se disseminar para novas regioes
como resultado de mudancgas climaticas, com potencial impacto para saude humana e
economias globais (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

2.5 Situacao da peste no Brasil

A peste chegou ao Brasil durante a terceira pandemia, em outubro de 1899, atraves do
porto de Santos, no estado de Sdo Paulo, e se difundiu rapidamente para outras cidades
costeiras. Com as medidas de controle desencadeadas ap6s sua introdugdo e o impacto do
progresso, aos poucos sua incidéncia foi sendo reduzida nas areas urbanas e se interiorizando
nas zonas rurais a partir da década de 1930 (BRASIL, 2010a).

Apds se estabelecer na zona rural, a peste ainda persiste em dois focos naturais no
Brasil: 0 chamado “foco do Nordeste™, que se estende por varios estados do Nordeste (Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Piaui) e nordeste de Minas
Gerais (Vale do Jequitinhonha); e o foco da Serra dos Orgéos, que abrange os municipios de
Teresopolis, Sumidouro e Nova Friburgo, no Estado do Rio de Janeiro (Figura 5) (BRASIL,
2010a).
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Figura 5 — Focos naturais de peste no Brasil
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Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2005).

O “foco do Nordeste” foi responsavel por 20 a 100 casos de peste por ano, até final da
década de 1980, principalmente nos estados de Pernambuco, Ceara, Bahia e um importante
surto na Paraiba. O foco da Serra dos Orgdos foi responsavel por surtos de curta duracio,
tendo o Ultimo ocorrido em 1967, com oito casos humanos e duas mortes. Os ultimos casos de
infeccdo humana ocorreram no Ceard, um em 1997 e outro em 2005 (TAVARES et al., 2012).

Apesar da incidéncia de casos de peste humana declinar nos ultimos anos nas areas de
foco, a frequéncia de anticorpos especificos constatada em inquéritos soroldgicos realizados
sistematicamente comprova a atividade na maioria deles. A persisténcia desses focos deve ser
considerada uma ameaca real e permanente de acometimento humano, podendo determinar
sérias consequéncias tanto no ambito da satde, quanto social e econémico (TAVARES et al.,
2012).

O controle da peste no Brasil se deve, sobretudo, a eficiente vigilancia epidemiolégica
realizada pelo Servico de Referéncia em Peste (SRP), localizado no Centro de Pesquisas

Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ - PE), de forma continua e ostensiva.
2.6 Agente etiologico
O género Yersinia (composto por 17 espécies) inclui além da Y. pestis, agente causador

da peste, os enteropatdgenos Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, e outras espécies ndo
patogénicas (ambientais): Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. bercovieri,
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Y. mollaretii, Y. aleksiciae, Y. massiliensis, Y. similis, Y. entomophaga, Y. nurmii e Y.
pekkanenii. A espécie Y. kristensenii pode causar doenca (enteropatdgeno), principalmente em
imunodeprimidos. A Y. ruckeri é um patdgeno de peixes e sua inclusdo no género Yersinia
ainda é controversa (MERHEJ et al., 2008; MURROS-KONTIAINEN et al., 2011a, 2011b;
PERRY; FETHERSTON, 1997; SPRAGUE et al., 2008; SULAKVELIDZE, 2000).

Microscopicamente, a Y. pestis tem a forma de bacilo curto, ovoide, pleomdrfico, mede
de 0,5 a 0,8 milimetros de didmetro e de um a trés milimetros de comprimento, é visto
isolado, em aglomerados ou em pequenas cadeias. E Gram negativo e nas preparacdes coradas
pelo Giemsa, Wright ou Wayson (Figura 6), apresenta colorag@o bipolar (claro no centro e
extremidades escuras) (BRASIL, 2010a).

Figura 6 — Bacilos de Y. pestis em tecido sanguineo, corados pelo método de Wayson.

Fonte: Adaptado de Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (2009).

E um microrganismo intracelular facultativo, aerébio facultativo, ndo-fermentador de
lactose, ndo produz indol, ndo hidrolisa a uréia, imével a 28 e 37°C, ndo forma esporos. A
temperatura ideal de crescimento é 28°C, cresce lentamente nos meios de cultura (48 a 72
horas de incubacdo), suas coldnias sdo translucidas. A confirmacdo da pureza da cepa crescida
em meio de cultura pode ser realizada pela acdo de um fago antipestoso, determinando uma
area de lise. O crescimento em caldo peptonado é floculoso e sem turvacdo (PERRY;
FETHERSTON, 1997).

Segundo Achtman et al. (1999), a Y. pestis € um clone derivado da Y.
pseudotuberculosis, um patégeno entérico, que adquiriu a capacidade de infectar pulgas e
utiliza-las como vetores de transmissdo ap0s a aquisicdo de fatores de viruléncia. Esse
processo ocorreu provavelmente um pouco antes da primeira pandemia ocorrida na era crista.

No meio ambiente, Y. pestis sobrevive por curto periodo de tempo fora do hospedeiro.

Entretanto, sob determinadas condigdes, como falta de nutrientes, diminuigéo de temperatura,
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alta concentracdo de cloro e desequilibrio osmotico, a bactéria é capaz de assumir estado
viavel mas ndo-cultivavel (VNC), condi¢cdo na qual o microrganismo € incapaz de ser
cultivado em meios de cultura tradicionais, mantendo sua atividade metabdlica e, na maioria
dos casos, infectividade (BRENEVA,; EISEN et al., 2008; MARAMOVICH; KLIMOV, 2006;
MOLLARET, 1963; OLIVER, 2005; SUCHKOV et al.,1997). Esse mecanismo permite a
permanéncia viavel em materiais como escarros, fezes de pulgas e tecidos protegidos, como a
medula dssea, conservando-se por longo tempo em cadaveres (ALMEIDA; TAVARES, 2010;
BRASIL, 2010a).

A'Y. pestis possui apenas um sorotipo e um fagotipo. Tradicionalmente, as cepas de Y.
pestis foram classificadas em trés biovares (Antiqua, Medievalis e Orientalis), caracterizados
pela habilidade de fermentar glicerol e de reduzir nitratos a nitritos. O biovar Antiqua é
glicerol positivo e nitrato positivo; o Medievalis é glicerol positivo e nitrato negativo e o
Orientalis € glicerol negativo e nitrato positivo. Esses biovares ndo apresentam diferencas
quanto a forma clinica da doenca, nem a viruléncia. No entanto, as trés variedades classicas
foram associadas a cada uma das trés grandes pandemias: O biovar Antiqua, originalmente
residente na Africa, foi o responsavel pela “Peste de Justiniano”, o biovar Medievalis, original
da Asia Central, foi o responsavel pela “Peste Negra”, e o biovar Orientalis, originado no
Sudeste da China, muito difundido atualmente no mundo, é associado a peste moderna
(DEVIGNAT, 1951).

Zhou et al. (2004) a partir de estudos com cepas isoladas de Microtus brandti e
Microtus fuscus (roedores da ordem Rodentia, familia Muridae) propuseram a criacdo de um
novo biovar, Microtus, composto por cepas chinesas avirulentas ao homem, que ao contrario
dos trés biovares classicos, fermenta arabinose. Mais recentemente, Li et al. (2009)
propuseram a criacdo do biovar Intermedium, baseados nas caracteristicas bioquimicas e
epidemioldgicas de alguns isolados asiaticos, patogénicos ao homem, cujo hospedeiro
principal é a marmota, esse biovar é caracterizado bioquimicamente por ser glicerol positivo,

arabinose positivo e nitrato positivo.
2.7 Aspectos genéticos da Yersinia pestis
O genoma da Y. pestis € formado por um cromossomo de aproximadamente 4.650 kb e

trés plasmideos: pYV ou pCD1, pPst ou pCP1 e pFra ou pMT1, como esquematizado na
figura 7 (DENG et al., 2002; PARKHILL et al., 2001; SONG et al., 2004).
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Figura 7 — Esquema representativo do genoma de uma cepa tipica de Y. pestis.
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Fonte: Adaptado de Leal-Balbino (2004).

O plamideo pYV ou pCD1, comum a Y. pestis, Y. enterocolitica e Y.
pseudotuberculosis, codifica o sistema de secrecdo tipo Il (TTSS), o conjunto de proteinas
Yops e o antigeno V, que sdo expressos quando o crescimento bacteriano é restrito a baixas
concentragdes de calcio a 37°C (CORNELIS, 2000).

O plasmideo pPst ou pCP1, especifico de Y. pestis, tem importancia na disseminacao
da bactéria no organismo do hospedeiro, a partir do sitio da picada da pulga e no bloqueio do
trato digestivo das pulgas (HINNEBUSCH et al., 1996; 2003; SODEINDE; GOGUEM,
1988).

O plasmideo pFra ou pMT1, especifico de Y. pestis, é de fundamental importancia
para a sobrevivéncia da Y. pestis no organismo do inseto ou do mamifero. O gene cafl,
localizado no plasmideo pFra, codifica um polipeptideo capsular (antigeno F1), que é
exportado para a superficie da célula, onde forma a capsula fibrilar (ZAVIALQV et al., 2003).
A F1 é uma glicoproteina com atividade antifagocitica e altamente imunogénica para 0s
mamiferos, sendo, por isso, a maioria dos testes de diagndstico baseados na deteccdo de
anticorpos anti-F1, do antigeno F1 ou do gene estrutural das sub-unidades da F1, o cafl
(ANISIMOV; LINDLER; PIER, 2004; DU et al. 2002; HINNEBUSH et al. 2002). Além
disso, o pFra codifica a toxina murina, também denominada fosfolipase D, envolvida no
processo de colonizagdo do tubo digestivo das pulgas (HINNEBUSCH et al., 2002).

Além dos trés plasmideos tipicos, algumas cepas de Y. pestis apresentam perfil
plasmidial atipico, geralmente resultado da delegdo, multimeriza¢&o ou recombinacdo dos trés
plasmideos (LEAL; ALMEIDA, 1999; PERRY; FETHERSTON, 1997; SONG et al., 2004).
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2.8 Diagnastico laboratorial da peste

O diagndstico laboratorial consiste no isolamento e identificacdo da bactéria por
técnicas bacterioldgicas, deteccdo de anticorpos antipestosos por técnicas soroldgicas e
deteccdo de genes especificos por técnicas moleculares. Pode ser realizado em amostras de
origem humana ou outros animais (hospedeiros reservatorios) ou insetos (vetores) (BRASIL,
2010a).

A'Y. pestis € um patogeno de classe de risco 3, que requer instalacdes especiais para 0
seu manuseio, laboratorio de contencdo nivel 3 (NB3) e profissionais capacitados quanto as
normas de biosseguranca (BRASIL, 2010b).

2.8.1 Diagnostico Bacterioldgico

O diagndstico bacterioldgico consiste no isolamento da bactéria de amostras de
sangue, aspirado de bubdo, liquido cefalorraquidiano e secrecdao bronquica dos pacientes. A
bactéria também pode ser identificada em amostras de sangue e visceras de roedores (CHU,

2000).

2.8.1.1 Exame direto

O exame direto é realizado através da observacdo microscopica de esfregacos corados
por diversas técnicas, como: Gram, Azul de Loffler, Giemsa e Wayson. A coloragdo pelo
método de Wayson destaca as bactérias (coradas em azul) e as células dos tecidos (coradas em
vermelho); o Azul de Loffler (azul de metileno) ressalta o aspecto bipolar da bactéria
(BRASIL, 2010a).

2.8.1.2 Imunofluorescéncia direta

A técnica de imunofluorescéncia direta (ID) é uma reagdo antigeno-anticorpo, baseada
na deteccdo da proteina capsular F1 de Y. pestis em esfregacos de cultura e material de origem
humana ou animal (antigeno), empregando anticorpos conjugados com material fluorescente,

como o isotiocianato de fluoresceina (CHU, 2000). Essa técnica ndo é adotada na rotina de



Aplicacdo da técnica Loop-mediated... NUNES, M. L. 30

diagndstico e vigilancia no Brasil, principalmente pelo fato do conjugado ndo ser produzido

comercialmente.

2.8.1.3 Cultura bacteriana

A'Y. pestis cresce em meios comuns de cultura, sem enriquecimento, em pH na faixa
de 7,4 a 7,6 e na temperatura de 28°C. Em placas de agar peptonado (Blood Agar Base —
BAB), apos 48 a 72 horas de incubacdo, as coldnias apresentam 0 aspecto caracteristico
(tamanho pequeno, forma convexa, aspecto brilhante, translicido e com bordas inteiras). A
identificacdo é baseada na lise provocada pelo fago especifico, onde trés colénias com
morfologia caracteristica de Y. pestis sdo repicadas individualmente em caldo BHI e
plagueadas em meio BAB, adicionando uma gota do fago antipestoso na parte mais espessa
do semeio, apos o indculo ser absorvido pelo meio de cultura. Apds 24 horas de incubacédo a
28 °C, observa-se uma area de lise provocada pelo fago no local onde foi instilado (KARIMI
etal., 1978) (Figura 8).

Figura 8 — Teste do bacteriéfago para confirmagdo da Y. pestis.

Lise provocada pela acdo
do fago antipestoso.

Fonte: Adaptado de Brasil (2008).

O crescimento em meio liquido Brain Heart Infusion (BHI) ocorre em 24 a 48 horas e

possui aspecto flocular sem turvagdo do meio (BRASIL, 2010a).

2.8.1.4 Teste rapido para identificacdo da Yersinia pestis (Fita reagente)

Chanteau et al. (2003) desenvolveram um teste imunocromatografico tipo fita reagente

que utiliza anticorpos monoclonais anti-F1 imobilizados junto a uma substancia cromdgena
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em membranas de nitrocelulose. E de facil e rapida execucdo dispensando eletricidade,
equipamentos ou refrigeracdo das amostras. E realizado com a imers3o da fita em amostras de
sangue, esputo, aspirado de bubdo de pacientes. A leitura do resultado é simples e é revelada

por uma reacdo cromatogréafica.

2.8.2 Diagnostico Soroldgico

O diagndstico sorologico consiste na pesquisa de anticorpos contra a Y. pestis nos
soros humanos ou dos animais envolvidos no ciclo epidemiolégico da peste (CHU, 2000). No
Brasil, a técnica empregada é a hemaglutinacdo (HA), controlada pela inibicdo da
hemaglutinacdo (HI), que utiliza hemécias de carneiro sensibilizadas com o antigeno capsular
F1 (Fracdo antigénica 1), da Y. pestis. Essa técnica apresenta baixa sensibilidade, alta

complexidade e seus reagentes sao pereciveis (BRASIL, 2010a).

2.8.3 Diagnostico Molecular

A utilizacdo de técnicas moleculares para diagnéstico de peste, para o estudo,
identificacdo e caracterizacdo da Y. pestis, vem aumentando significativamente nos ultimos
anos. As ferramentas moleculares permitem a identificagcdo de genes de viruléncia plasmidiais
e cromossomais de Y. pestis em cepas isoladas de humanos, roedores e pulgas, por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e suas variacGes. A
utilizacdo de métodos moleculares dispensa o cultivo de amostras, que pode apresentar
resultados falso-negativos, e possibilita um diagnéstico rapido da peste, mesmo quando o
material bacteriano ndo € viavel (ALMEIDA; TAVARES, 2010).

2.8.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase, desenvolvida por Mullis e Faloona em 1987, se
destaca entre os métodos moleculares. Nessa técnica, pequenas sequéncias de DNA ou RNA
sdo enzimaticamente amplificadas até alcangarem concentragcdo suficiente para serem
detectadas (KONEMAN, 2001). A PCR vem sendo utilizada com grande sucesso no

diagndstico de inumeras doengas infecciosas, sendo baseada no fato de cada agente causador
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de uma doenca possuir sequéncia especifica em sua composicdo de DNA ou RNA, pela qual
pode ser identificado (ERLICHI et al., 1991; KONEMAN, 2001).

A PCR consiste de trés etapas fundamentais que juntas correspondem a um ciclo da
reacdo: desnaturacdo da fita dupla do DNA, hibridizacdo do par de primers especifico e
polimerizagédo da fita de DNA em formagédo promovido pela enzima Tag DNA polimerase.
Cada etapa € realizada a uma temperatura diferente e os ciclos ocorrem repetidas vezes. No
final do processo a quantidade desejada do DNA alvo é alcancada, tornando possivel sua
deteccdo (KONEMAN, 2001).

Além da investigacdo em amostras recentes, a PCR é muito importante para a analise
de amostras antigas. Através da PCR foi identificado material genético de Y. pestis em tecido
coletado da polpa dentaria de esqueletos de vitimas da “Peste Negra”, ocorrida entre 0S
séculos X1V e XVI. O resultado desse estudo confirmou, apesar das especulacfes anteriores,
que de fato a Y. pestis foi 0 agente causador dessa pandemia (RAOULT et al., 2000).

Varios protocolos baseados em PCR foram desenvolvidos para o diagnéstico da peste
em material humano ou animal, como: sangue, aspirado de bubdo, visceras de roedores e
pulgas (LEAL et al., 1996; LEAL; ALMEIDA, 1999; LOIEZ et al., 2003; SOUZA et al.,
2007), todos eles baseados na utilizacdo de genes de viruléncia plasmidiais e cromossomais
da Y. pestis como alvo para identificacdo e caracterizacdo dessa bactéria.

2.8.3.2 Multiplex-PCR

A Multiplex-PCR (M-PCR) é uma variagdo da PCR convencional na qual sdo
utilizados multiplos pares de primers dirigidos a diferentes alvos, numa mesma reagdo. Assim
é possivel amplificar de modo simultaneo sequéncias-alvo de diferentes microrganismos ou
mais de uma sequéncia-alvo de um mesmo microrganismo (KONEMAN, 2001).

A M-PCR foi padronizada para o diagnostico de peste com primers direcionados aos
genes: irp2, presente na ilha de patogenicidade cromossomal; cafl, IcrV e pla, presentes
respectivamente nos plasmideos pFra, pYV e pPst (LEAL; ALMEIDA, 1999). Esta técnica
foi padronizada em forma de Kit com reagentes liofilizados (SILVA et al., 2012).

Nos diversos focos de peste, inclusive no Nordeste do Brasil, foram encontradas
cepas atipicas faltando algum plasmideo ou contendo plasmideos adicionais (FILIPPOV et
al., 1990; LEAL et al., 1997; 2000). A M-PCR é importante, principalmente, para estudos

epidemioldgicos, pois além do diagnostico ela permite a caracterizagdo dos fatores de
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viruléncia cléassicos da Y. pestis. Essa técnica foi empregada com sucesso no diagndstico da
peste diretamente em hemocultura humana, sem prévio isolamento da bactéria ou extracdo de
DNA e mostrou-se util também para estudos retrospectivos (LEAL; ALMEIDA, 1999;
MELO; ALMEIDA; LEAL, 2003).

2.8.3.3 Nested-PCR

A técnica Nested-PCR (N-PCR) é uma variacdo da PCR, sendo mais especifica e
sensivel (ERLICHI et al., 1991). E um procedimento realizado em duas etapas de
amplificacdo: na primeira é utilizado um par de primers que hibridizam em uma regido
externa ao alvo, posteriormente, os amplicons gerados sdo utilizados como molde para a
segunda etapa que utiliza primers dirigidos a uma regido mais interna ao primeiro produto. A
reamplificacdo do produto aumenta a sensibilidade da técnica, no entanto, a transferéncia dos
amplicons para o microtubo da segunda reacdo aumenta o risco de contaminag¢des cruzadas
(ERLICHI et al., 1991). A N-PCR foi adaptada para uso em baco de roedores sem extracdo
prévia de DNA, tendo como alvo de amplificacdo o gene cafl (LEAL et al., 1996).

Para reduzir o risco de contaminacdo, as duas etapas da técnica de Nested-PCR foram
adaptadas para um mesmo tubo, sendo assim denominada Nested-PCR em tubo Gnico. Desse
modo, os dois pares de primers sdo adicionados no mesmo tubo de reacdo (ERLICHI et al.,
1991; SOUZA et al., 2007). Também ja foi padronizada em forma de Kit para o diagndstico
da peste com reagentes liofilizados, tendo como alvo de deteccdo o gene cafl (SILVA et al.,
2012).

2.8.3.4 PCR em Tempo Real

A PCR em Tempo Real ou quantitativa (QPCR) é uma técnica derivada da PCR
convencional, que permite a quantificacdo do produto de amplificacdo durante o
desenvolvimento da reacdo (em tempo real), através do acompanhamento da fluorescéncia de
corantes ou sondas (KUBISTA et al., 2006). No caso da utilizagdo de corantes como 0 SYBR
Green 1, que apresenta afinidade pela fita dupla de DNA, a quantificacdo ocorre através do
calculo da diferenca entre a fluorescéncia emitida quando o corante estd livre (que
corresponde ao basal da reagdo) e quando esté ligado a fita dupla de DNA, sendo a emissdo de
fluorescéncia proporcional a formacéo dos amplicons (KUBISTA et al., 2006; ZIPPER et al.,
2004). Ja ao se utilizar sonda (fragmento de DNA marcado utilizado para hibridizar outra
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molécula de DNA), como a TagMan®, a mesma hibridiza na sequéncia alvo, sendo
degradada durante o processo de amplificacdo devido a atividade de exonuclease 5> 3" da
Tag DNA polimerase, separando o quencher da molécula fluorescente durante a
polimerizagdo. A separacdo do fluorocromo do quencher resulta em aumento da intensidade
de fluorescéncia, sendo proporcional & producéo de cépias do gene alvo (NOVAIS; PIRES-
ALVES, 2004).

A gPCR requer uma plataforma de instrumentacdo composta por termociclador
associado a leitor optico de fluorescéncia e computador com software para aquisicao e analise
de dados obtidos durante o processamento da reacdo. A necessidade de conhecimento
especifico para analise dos dados e dependéncia de equipamentos e reagentes de alto custo é
uma fator limitante para o uso da gPCR em rotina de grande escala (NOVAIS; PIRES-
ALVES, 2004).

Essa técnica foi desenvolvida para o diagnéstico da peste, utilizando genes especificos
da Y. pestis, como por exemplo yp48 (CHASE et al., 2005).

2.9 Loop-mediated isothermal amplification

Apesar dos métodos moleculares classicos apresentarem diversas vantagens quanto a
sua utilizacdo no diagndstico, em comparacdo as técnicas tradicionais, os mesmos sdo de
dificil implementacdo na rotina laboratorial, principalmente em paises em desenvolvimento,
pois necessitam de equipamentos sofisticados, como termociclador, fonte de eletroforese,
transiluminador, equipamento para fotodocumentacdo, analise pés amplificagdo demorada,
apresentando alto custo de execuc¢do. Diante disso, a técnica molecular de amplificacdo
isotérmica mediada por loop (Loop-mediated isothermal amplification - LAMP) constitui uma
alternativa que contorna essas desvantagens (PARIDA et al., 2008).

O LAMP ¢ caracterizado pela utilizacdo de quatro a seis primers diferentes,
especialmente desenhados para amplificar de seis a oito regides distintas de uma sequéncia
alvo de DNA ou RNA, utilizando a enzima Bst DNA polimerase, responsavel pela
amplificagdo isotérmica do gene alvo a aproximadamente 63°C, o que possibilita que a reagdo
seja realizada em banho maria, dispensando o uso de termociclador. O tempo de reacdo é de,
aproximadamente, 60 minutos e o resultado pode ser observado no proprio tubo, sem
necessidade do emprego de eletroforese. A técnica possui variagcbes, como RT-LAMP e
LAMP multiplex (MORI; NOTOMI, 2009; TOMITA et al., 2008).
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O desenho dos primers é uma etapa critica para a ocorréncia da reacdo, sendo dirigido
a oito regides distintas no gene alvo: F3c, F2c, Flc, FLP, B1, B2, B3 e BLP (Figura 9). A
reacdo emprega dois primers externos - primer externo foward (F3) e primer externo
backward (B3) — que atuam na separacdo da dupla fita de DNA, dois primers internos -
primer interno foward (FIP) e primer interno backward (BIP) — que possuem sequéncia
complementar a fita molde de DNA e a fita em formacdo, o que possibilita a formagdo de uma
estrutura em formato de alca (o loop) e dois loop primers, facultativos na reacdo - forward
loop primer (FLP) e backward loop primer (BLP) — que séo utilizados para acelerar a reacéo
de amplificacdo por hibridizarem em sitios adicionais ndo acessados pelos primers internos,
sendo suas sequéncias complementares as sequéncias entre as regides F1 e F2 (FLP); Bl e B2
(BLP) (PARIDA et al., 2008).

Figura 9 — Esquematizacgdo dos seis primers utilizados na reagdo de LAMP, mostrando suas posi¢des de
hibridizacdo com o gene alvo.
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Fonte: Adaptado de Parida et al. (2008).

Para o desenho dos primers alguns critérios sdo considerados, como: a sequéncia dos
primers deve conter de 40 a 60% de guanina e citosina, ndo devem ser formadas estruturas
secundarias, o final da regido 3" da sequéncia nao deve ser rica em adenina e timina ou ser
complementar a sequéncia dos outros primers, a temperatura de dissociacdo (Tm) deve estar
compreendida entre 55 e 65°C, a estabilidade do final da sequéncia dos primers, determinada
pela sua energia livre, deve ser menor do que - 4kcal/mol (PARIDA et al., 2008).

O processo de amplificacdo por LAMP compreende duas etapas: ciclica e ndo ciclica.
Na etapa ndo ciclica (Figura 10), ha formacdo de DNA com loops em cada extremidade, que
serdo utilizados como estrutura iniciadora para a amplificacdo durante a etapa ciclica.
Inicialmente, a regido F2 do primer FIP hibridiza a regido F2c presente na fita molde de DNA

e 0 processo de amplificacdo é iniciado pela DNA polimerase. Como 0 DNA se encontra em



Aplicacdo da técnica Loop-mediated... NUNES, M. L. 36

dupla fita em condigdes de equilibrio dindmico aos 63°C, a sintese de DNA é realizada pela
Bst DNA polimerase, enzima isolada do Bacillus stearothermophilus com atividade de
abertura e liberacdo da fita simples de DNA (NOTOMI et al, 2000; USHIKUBO, 2004). Uma
fita complementar ao DNA alvo é sintetizada, iniciando da porcao 3" da regido F2 do FIP. O
primer F3 hibridiza na regido F3c, externa ao FIP, no DNA alvo e inicia a separagéo da fita
sintetizada, liberando a fita em formag&o. Posteriormente a fita simples de DNA liberada
forma uma estrutura em formato de loop na extremidade 5" pela complementaridade de bases
nas sequéncias das regides F1 e Flc. Essa fita simples sera utilizada como molde para a
sintese de DNA a partir do sitio de ligacdo do primer BIP e subsequente separacdo da fita
sintetizada pelo primer externo B3, semelhante ao descrito com os primers FIP e F3, obtendo-

se uma estrutura composta por um loop em ambas as extremidades (PARIDA et al., 2008).

Figura 10 — Esquematizacdo da etapa ndo ciclica de amplificacdo de &cidos nucléicos realizada na técnica
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Fonte: Adaptado de Parida et al. (2008).

Durante a etapa ciclica da amplificacdo (Figura 11), ocorre amplificacdo exponencial
das estruturas em forma de loop, utilizando os primers internos. Como resultado desse
processo, estruturas de varios tamanhos consistindo de repeticdes alternadas invertidas da
sequéncia alvo sdo formadas na mesma fita. A reacéo ciclica continua levando ao acimulo de

aproximadamente 10° cépias do gene alvo em menos de uma hora.
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Figura 11 — Esquematizagdo da etapa ciclica de amplificacdo de acidos nucléicos realizada na técnica LAMP.
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Fonte: Adaptado de Parida et al., 2008.

A utilizacdo dos loop primers na reacdo € facultativa, sendo sua principal funcédo
diminuir o tempo de execu¢do da reacdo de LAMP para um terco ou metade daquele

observado sem a utilizacdo desses primers (Figura 12). Com o uso dos loop primers, 0
processo de amplificacdo ocorre em, aproximadamente, 30 minutos (PARIDA et al., 2008).
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Figura 12 — Hibridizac&o dos loop primers na reagdo de LAMP.
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Fonte: Adaptado de Parida et al., 2008.

O resultado da reacdo pode ser observado no préprio tubo, sem necessidade de
eletroforese, pois durante o processo de polimerizacdo realizado pela Bst DNA polimerase, ha
producdo de pirofosfato de magnésio proporcionalmente a quantidade de DNA produzido.
Esse composto é formado a partir da associacdo do ion pirofosfato, proveniente dos
desoxiribonucleotideos (dNTPs), e do ion magnésio, proveniente do reagente sulfato de
magnésio (MgSQ,) utilizado na reacdo. Como a quantidade de DNA sintetizado pela técnica
LAMP ¢ alta, ha alteracdo da turbidez da amostra pela formacdo de precipitado branco,
composto pelo pirofosfato de magnésio. O resultado pode ser mensurado por turbidimetria ou
observado a olho nu através de iluminacdo natural. O resultado ainda pode ser observado
através da adicdo de composto fluorescente que se liga ao DNA fita dupla, como SYBR
Green |, brometo de etidio, utilizando-se iluminacdo ultravioleta (PARIDA et al., 2008;
TOMITA et al.,, 2008). O método LAMP tem sido aplicado com sucesso na deteccdo e
diagnostico molecular de varios microrganismos patogénicos, dentre os quais, virus, bactérias,
protozoarios e fungos, tanto em animais quanto em plantas, além da deteccdo de organismos

geneticamente modificados, sexagem embrionéria e deteccdo de tumores (FU et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

Na vigilancia epidemioldgica da peste é necessario o emprego de metodos de
diagnostico rapidos, eficientes, sensiveis e especificos, visando o acionamento precoce das
medidas de controle a fim de evitar a propagacdo da doenca entre a popula¢do humana.
Métodos moleculares fornecem resultados rapidos e sdo exequiveis mesmo quando a amostra
é inadequada para provas bacterioldgicas. LAMP é uma ferramenta diagnostica simples e
inovadora que pode ser empregada na rotina de laboratorios com poucos recursos, localizados
em &reas rurais de paises em desenvolvimento. Gracas a essas caracteristicas, provavelmente
podera ser utilizada em laboratérios da rede de vigilancia epidemioldgica da peste no Brasil e

em outros paises onde a vigilancia se faca necessaria.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

A técnica LAMP apresenta bom desempenho como ferramenta diagnostica da peste

em alternativa a outros métodos moleculares?
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5 HIPOTESE

As caracteristicas da técnica LAMP aplicada a amplificacdo de um gene especifico de
Y. pestis, o cafl, possibilitam a construcdo de um teste rapido, simples, sensivel, especifico,

de custo reduzido para o diagnostico da peste.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Desenvolver a técnica Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) para o

diagndstico da peste.

6.2 Objetivos especificos

a) Desenhar primers especificos para o gene cafl;
b) Padronizar a técnica LAMP aplicada a identificacdo de Y. pestis;
c) Analisar a especificidade, sensibilidade e custo do LAMP;

d) Analisar comparativamente o custo de cada reacdo LAMP e da PCR convencional.
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7 DESENHO DO ESTUDO

As etapas metodoldgicas realizadas durante o desenvolvimento desse estudo foram

sinteticamente esquematizadas no quadro 1.

Quadro 1 — Fluxograma contendo as principais etapas metodologicas realizadas nesse estudo.

Extracdo de DNA

4

Sequenciamento do gene cafl

4

Desenho dos primers internos e externos

ﬂ Analise da temperatura

PCR convencional — Primers externos ~ —) de hibridizacao dos
1 primers externos

Sequenciamento

4

Anélise das sequéncias obtidas

4

Desenho do loop primer

4

Padronizacdo da técnica LAMP

N\

Anélise da Anélise da
especificidade  sensibilidade

4

Analise comparativa do custo das técnicas LAMP e PCR convencional

Fonte: Elaborado pelo autor
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8 METODOLOGIA

8.1 Cepas bacterianas

Para esse estudo foram selecionadas cinco culturas de Y. pestis: A1122, uma cepa de
referéncia internacional, utilizada para a producdo do antigeno F1 usado no diagndstico
soroldgico da peste nos laboratorios da rede de vigilancia do Ministério da Saude (MS), P.
Exu 369.1, P. Exu 390.1, P. Exu 390.2 e P. CE 882.32, originadas dos focos de peste
brasileiros. Ainda foi selecionada uma cepa da espécie Y. pseudotuberculosis (IP 32953) e trés
bactérias ndo pertencentes ao género Yersinia: Vibrio cholerae 462, Listeria monocytogenes
226 e Pseudomonas aeruginosa 127.

As culturas de Y. pestis pertencem a Colecdo FIOCRUZ-CYP, estdo estocadas no NB3
da FIOCRUZ-PE, conservadas em camada alta de gelose peptonada, em camara fria (4°C). As
demais bactérias estdo estocadas a -80°C em BHI com 25% de glicerol na bacterioteca do
Departamento de Microbiologia do CPqAM/FIOCRUZ-PE.

8.2 Condic0es de cultivo

As culturas de Y. pestis foram reativadas por semeio em caldo BHI (Difco), incubadas
a 28°C por 24 - 72 horas e plagueadas em meio Blood Agar Base (BAB-Imedia). Para
confirmacdo da pureza, trés colbnias de cada placa, com morfologia caracteristica de Y. pestis,
foram repicadas individualmente em caldo BHI, incubadas a 28°C overnight e submetidas ao
teste rapido de sensibilidade ao fago antipestoso (KARIMI et al., 1978). A manipulacdo das
culturas de Y. pestis foi realizada em laboratério NB3, seguindo as normas de biosseguranca
para organismos classe 3.

A cepa Y. pseudotuberculosis 32953 foi reativada por semeio em caldo BHI, incubada
a 37°C por 24 horas e plagueada em meio BAB. As cepas de V. cholerae 462, L.
monocytogenes 226 e P. aeruginosa 197 foram reativadas em caldo BHI, incubadas a 37°C
durante 24 horas e plaqueadas em meio Agar Sangue. Coldnias de cada cultura foram

repicadas em meio BHI para extracdo do DNA total.
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8.3. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA total das cepas de Y. pestis, Y. pseudotuberculosis 32953, V.
cholerae 462, L. monocytogenes 226 e P. aeruginosa 127 foi realizada através do protocolo
descrito por Ausubel et al. (1987). Os procedimentos para extracdo do DNA da Y. pestis
foram realizados em laborat6rio NB3, com todos 0s equipamentos de seguranca necessarios.

Um mililitro da cultura bacteriana crescida em BHI foi centrifugado a 26.292,2g a
4°C, o sobrenadante descartado e o sedimento suspenso em 500 pL de tampdo TE (10 mM
Tris-HCL pH 8,0; 1 mM EDTA). Em seguida foram adicionados 10 pL de proteinase K (5
mg/mL) e 10uL de lisozima (10mg/mL), sendo a suspensao incubada a 60°C por 20 minutos.
Posteriormente foram adicionados 100 puL de STE (SDS 2,5%; Tris-HCI 10 mM pH 8,0;
EDTA 0,25 M), seguido de incubacdo a 60°C por 15 minutos. Ap6s a permanéncia em
temperatura ambiente por 5 minutos, foi incubada em gelo por 5 minutos. Posteriormente foi
adicionado 130 pL de acetato de amoénio 7,5 M, sendo a reacdo mantida no gelo por 5
minutos e em seguida centrifugada a 26.292,2 g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo ao qual foi adicionado o mesmo volume de fenolcloroformio-
alcool isoamilico (25:24:1), seguindo-se de nova centrifugacdo a 26.292,2 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, sendo o DNA precipitado com 420 pL de
isopropanol e incubado a -80°C por 30 minutos, seguido de centrifugagédo. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento de DNA foi seco a vacuo e ressuspendido em 10 pL de RNAse
0,02%. A quantificacdo foi realizada utilizando o equipamento NanoDrop™ (Thermo

Scientific).

8.4. Desenho dos primers para amplificacdo do gene cafl pela técnica LAMP

8.4.1 Amplificacdo do gene cafl por reacdo em cadeia da polimerase

O DNA extraido das culturas de Y. pestis A1122, P. Exu 369.1, P. Exu 390.2 e P. CE
882.32 foi utilizado para amplificacdo do gene cafl (513 pares de base). As reacOes foram
preparadas em volume final de 25 uL, contendo: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; MgCl, 1,5
mM; dNTP 200 uM; 20 pmol de cada primer F1F
(CAGGGATCCATGAAAAAAATCAGTTC) e F1R
(GGGCTCGAGTTGGTTAGATACGGTTA); 20 ng de DNA molde; 1 U de Tag DNA
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polimerase. Em cada reacdo de amplificacdo, foi utilizado como controle negativo um tubo
contendo todos os componentes da reagdo, exceto o DNA molde.

As amplificacbes foram realizadas em termociclador Biometra (TRIO -
Thermoblock™), programado para uma etapa inicial de 3 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos
térmicos, sendo cada um composto por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C,
terminando com uma etapa de alongamento final de 7 minutos a 72°C.

Uma aliquota de 5 uL do produto da amplificagdo, acrescida de 5 uL do Tampé&o de
Amostra (azul de bromofenol 0,25%; glicerol 30% em &gua), foi submetida a eletroforese em
gel de agarose 1% com 10uL de SYBR® Safe (Invitrogen). A migracdo foi efetuada em
tampdo TBE 0,5% em temperatura ambiente a 100 V e 150 mA (Fonte de eletroforese Loccus
Biotecnologia), por uma hora. Ap6s a migracdo, o gel de agarose foi observado em

transiluminador ultravioleta e digitalizado em camera digital Kodak.

8.4.2 Sequenciamento do produto de amplificacdo do gene cafl

Uma aliquota de 40 uL do produto de cada reagdo de amplificacdo do gene cafl das
quatro culturas de Y. pestis foi acrescida de 4 uL de NaCl 3M e 100 pL de etanol absoluto,
promovendo a precipitacdo do DNA apds incubacdo overnight a -20°C. Posteriormente, 0s
tubos foram centrifugados a 26.292,2 g por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e
adicionado etanol a 70% ao precipitado obtido. Apos centrifugagdo a 26.292,2g por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento, apds secagem a vacuo, foi suspenso em
30uL de &gua millig.

Os produtos de amplificacdo purificados foram sequenciados utilizando um
sequenciador automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems®) da
Plataforma Tecnol6gica da FIOCRUZ, na subunidade CPqgAM/FIOCRUZ-PE, através do
método de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). As sequéncias obtidas foram
analisadas através dos programas SeqMan™ e EditSeq™ (pacote de programas Lasergene®,
version 4.01, DNASTAR Inc., Madison, WI), para avaliar o padrdo de qualidade e montar as
sequéncias contiguas. As sequéncias obtidas foram comparadas anm, sequéncia de nimero de
acesso: X61996.1, depositada no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI).
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Foi analisada a similaridade das sequéncias obtidas com sequéncias de Y. pestis,
depositadas no banco de dados do NCBI, através do programa BLAST — Basic Local

Alignment Search Tool.

8.4.3 Desenho dos primers internos, externos e loop primers

Com base nas sequéncias obtidas, foram desenhados cinco primers: dois primers
externos (F3, B3), dois primers internos (FIP, BIP) e, posteriormente, um backward loop
primer (BLP), através do programa Primer Explorer V4 (EIKEN CHEMICAL CO., LTD.).

Para o desenho dos primers foram analisados fatores determinantes, como: contedo
de Guanina — Citosina (GC), Tm (Temperatura de Melting), estabilidade do final da sequéncia
dos primers, formacdo de estrutura secundaria e distancia entre os primers (EIKEN
CHEMICAL CO., LTD.).

Os primers foram sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) e purificados

por dessalinizacdo e por High-performance Liquid Chromatography (HPLC).

8.4.4 Anélise da especificidade dos primers externos

8.4.4.1 Reacdo de PCR convencional

A especificidade dos primers externos foi avaliada atraves de sua utilizacdo em reagédo
de amplificacdo do gene cafl, por PCR convencional, utilizando o DNA das culturas de Y.
pestis P. Exu 390.1 e P. Exu 390.2 como molde. As reagdes foram preparadas em volume
total de 25 uL por tubo, contendo: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; MgCl, 1,5 mM; dNTP 200
uM; 20 pmol de cada primer; 20 ng de DNA molde e 1 U de Tagq DNA polimerase. Em cada
reacdo de amplificacdo, foi utilizado como controle negativo um tubo contendo todos os
componentes da reacdo, exceto o DNA molde.

As reacOes de amplificacdo, eletroforese, visualizacdo e registro dos produtos foram

realizadas conforme descrito no item 7.4.1.

8.4.4.2 Sequenciamento do produto de amplificacdo do gene cafl

A purificacdo dos produtos de reacdo de amplificacdo por PCR do gene cafl a partir
do DNA extraido das culturas de Y. pestis P. Exu 390.1 e P. Exu 390.2, foi realizada
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conforme descrito no item 7.4.2. Os produtos de amplificagdo purificados foram sequenciados
conforme descrito no itm 8.4.2. As sequéncias obtidas foram analisadas através dos
programas SeqMan™ e EditSeq™ (pacote de programas Lasergene®, version 4.01,
DNASTAR Inc., Madison, WI), para avaliar o padrdo de qualidade e montar as sequéncias
contiguas. As sequéncias obtidas foram comparadas a sequéncia de numero de acesso:
X61996.1, depositada no banco de dados do NCBI.

Foi analisada a similaridade das sequéncias obtidas com sequéncias de Y. pestis,

depositadas no banco de dados do NCBI, através do programa BLAST.

8.4.5 Determinacdo da temperatura de hibridizacdo dos primers externos

A determinacdo da temperatura de hibridizacdo dos primers externos foi realizada por
reacdo de PCR convencional, utilizando gradiente de temperatura (55°C a 65°C) na etapa
referente a hibridizacdo dos primers. As reacBes de amplificacdo foram preparadas em
volume total de 25 uL por tubo, contendo: KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; MgCl; 1,5 mM;
dNTP 200 uM; 20 pmol de cada primer externo; 20 ng de DNA da cepa P. Exu 390.2; 1 U de
Tag DNA polimerase. Em cada reacdo de amplificacdo, foi utilizado como controle negativo
um tubo contendo todos os componentes da reacdo, exceto o DNA molde.

As amplificacbes foram realizadas em um termociclador Eppendorf (Mastercycler-
epgradient) programado para iniciar com 3 minutos a 94°C, 30 ciclos térmicos,
correspondendo cada ciclo a 1 minuto a 94°C, 1 minuto a temperatura fixada entre 55°C e
65°C e 1 minuto a 72°C, terminando com uma etapa de alongamento final de 7 minutos a
72°C.

A eletroforese, visualizacdo e registro dos produtos das reacBes foram realizados

conforme descrito no item 8.4.1.

8.5 Padronizacdo da técnica LAMP aplicada a amplificacdo do gene cafl

8.5.1 Analise das condicdes de reacdo e concentracdo dos reagentes

Ap0s os processos de extracdo de DNA das cepas utilizadas nesse estudo e do desenho

de primers especificos para o gene cafl, foram testadas condic¢Ges ideais para a realizagdo do

LAMP, j& que ndo existe na literatura protocolo para a amplificacdo desse gene. Inicialmente,
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a reacdo foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Parida et al. (2008). A partir dos
resultados obtidos, as condi¢Oes de reacdo (temperatura e duracdo) e concentracdo dos
reagentes foram alteradas e adaptadas, de acordo com outros protocolos ja descritos na
literatura, a fim de obter amplificacdo do gene cafl (CHEN et al., 2011; GAO et al., 2009;
LIU et al.,, 2011; OKADA et al.,, 2010; SRISUK et al., 2009; TECHATHUVANAN;
DRAUGHON; D’SOUZA, 2010, TOMITA et al., 2008).

Por fim as reacgOes foram realizadas para o volume final de 25 uL, contendo: 40 pmol
de cada primer interno, 10 pmol de cada primer externo, 20 pmol do backward loop primer,
Tris-HCI pH 8.8 20 mM, (NH4),SO4 10 mM, MgSO4 8 mM, KCI 10 mM, dNTP 5,6 mM,
Betaine 0,8 M (Sigma), Tween 20 0.1%, 8 U Bst DNA polimerase (New England Biolabs),
conservada a -20°C, e 20 ng de DNA da cepa Al1122, previamente desnaturado. Em cada
reacdo de amplificagdo, foi utilizado como controle negativo um tubo contendo todos os
componentes da reacdo, exceto o0 DNA molde. As reacdes foram incubadas, paralelamente,
em termociclador Biometra e banho maria, sob temperatura constante de 65°C.

Para visualizacdo do resultado, uma aliquota de 5 uL do produto da reacdo de
amplificacdo por LAMP acrescida de 5 uL do Tampdo de Amostra foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1% contendo 10uL de SYBR® Safe. A migracéo foi efetuada
em tampdo TBE 0,5% em temperatura ambiente a 100 V e 150 mA (Fonte de eletroforese
Loccus Biotecnologia), por uma hora. Ap6s a migracao, o gel de agarose foi observado em
transiluminador ultravioleta e digitalizado em cAmera digital Kodak.

8.5.2 Avaliacdo do desempenho dos primers internos purificados por HPLC e

dessalinizados na amplificacdo do gene cafl pela técnica LAMP

A atividade dos primers internos, purificados por HPLC e dessalinizados, foi avaliada
pela sua utilizacdo em reacdo LAMP, através do protocolo padronizado descrito no item
8.5.1., utilizando DNA da cepa A1122. Em cada reacdo de amplificacdo, foi utilizado como
controle negativo um tubo contendo todos 0os componentes da reacdo, exceto o0 DNA molde.
As reacOes foram incubadas, paralelamente, em termociclador Biometra e banho maria, sob
temperatura constante de 65°C.

A eletroforese, visualizacdo e registro dos produtos das reagdes foram realizados

conforme descrito no item 8.5.1.
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8.5.3 Visualizacéo do resultado das reagdes LAMP a olho nu

A visualizacdo do resultado das reacdes LAMP foi realizada a olho nu pela adi¢éo de
1 pL de SYBR® Safe e 1uL de SYBR® Green | (Invitrogen™), separadamente, ambos na
proporcdo de 1:10, diretamente ao produto de amplificacdo obtido através do protocolo
descrito no item 8.5.1., utilizando DNA da cepa A1122. O resultado foi observado no proprio
tubo de reacdo sob iluminagdo ultravioleta, onde foi adicionado o SYBR® Safe, e sob

iluminacdo natural, onde foi adicionado o0 SYBR® Green I.
8.5.4 Determinacdo da temperatura da reacdo LAMP

A temperatura para realizacdo da reacdo LAMP foi determinada atraves de ensaios
individuais preparados a partir do protocolo padronizado no item 8.5.1., utilizando DNA da
cepa de Y. pestis A1122. Em cada reacdo de amplificacdo, foi utilizado como controle
negativo um tubo contendo todos os componentes da reacdo, exceto o DNA molde. As
reag0es foram incubadas individualmente, em cada uma das temperaturas: 60°C, 63°C e
65°C, em termociclador Biometra por 90 minutos. A faixa de temperatura foi selecionada
tomando-se como parametro a temperatura de atividade da Bst polimerase.

A visualizacdo do resultado foi realizada através de eletroforese em gel de agarose e
observacdo do proprio tubo de reacdo ap6s adicdo de SYBR® Safe, sob iluminagéo

ultravioleta, como descrito nos itens 8.5.1. e 8.5.3.
8.5.5 Determinagéo do tempo de duracgéo da reacdo LAMP

Apbs a definicdo da temperatura ideal para ocorréncia da reacdo LAMP, o tempo de
duracdo da reacdo foi determinado através da realizacao de reacdes de amplificacdo utilizando
0 protocolo padronizado no item 8.5.1., com o DNA da cepa de Y. pestis A1122. Em cada
reacdo de amplificacdo, foi utilizado como controle negativo um tubo contendo todos os
componentes da reacédo, exceto 0 DNA molde. As reagdes foram incubadas em termociclador
Biometra programado para temperatura constante de 65°C por 15 minutos, 30 minutos,
45minutos, 60 minutos, 75 minutos e 90 minutos, sendo cada reagdo incubada
individualmente em um desses tempos fixados. Foi analisado comparativamente o tempo de

duracéo da reacéo utilizando ou ndo o backward loop primer, previamente desenhado.
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A visualizacdo do resultado foi realizada atraves de eletroforese em gel de agarose e
observacdo do proprio tubo de reacdo apos adicdo de SYBR® Safe, sob iluminagéo

ultravioleta, como descrito nos itens 8.5.1. e 8.5.3.

8.6 Avaliacao da sensibilidade da técnica LAMP

Para determinar a sensibilidade do método, o DNA extraido da cepa A1122 foi diluido
para as concentracfes de 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg e 1 pg, sendo uma aliquota de cada
concentracdo utilizada para realizacdo de amplificagcdo do gene cafl pelos métodos de PCR
convencional e LAMP.

As reacdes de amplificacdo por PCR convencional, eletroforese, visualizacdo e
registro dos produtos das reacGes foram realizados conforme descrito no item 8.4.1. As
reacOes de amplificacdo por LAMP foram preparadas através do protocolo descrito no item
8.5.1. Em cada reagdo de amplificacdo, foi utilizado como controle negativo um tubo
contendo todos os componentes da reacdo, exceto o DNA molde. As reacdes foram
incubadas, paralelamente, em termociclador Biometra e banho maria, sob temperatura
constante de 65°C. A visualizacdo do resultado das reacdes de LAMP foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose e observacdo do proprio tubo de reacdo apds adicdo de
SYBR® Safe, sob iluminagéo ultravioleta, como descrito nos itens 8.5.1. e 8.5.3.

Os resultados obtidos foram comparados a sensibilidade da técnica Nested-PCR,

descrita na literatura.

8.7 Avaliacao da especificidade da técnica LAMP

A especificidade da técnica LAMP foi avaliada através da utilizacdo do DNA das
cepas de Y. pestis Al122, Y. pseudotuberculosis 32953, L. monocytogenes 226, P.
aeruginosa 197 e V. cholerae 462 para a realizagdo da amplificacdo do gene cafl. As reacoes
de LAMP foram preparadas utilizando o protocolo padronizado no item 8.5.1. Em cada
reacdo de amplificacdo, foi utilizado como controle negativo um tubo contendo todos o0s
componentes da reacdo, exceto o DNA molde. As reacdes foram incubadas, paralelamente,
em termociclador Biometra e banho maria, sob temperatura constante de 65°C.
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A visualizacdo do resultado das reaces de LAMP foi realizada atraves de eletroforese
em gel de agarose e observacdo do préprio tubo de reacdo ap6s adicdo de SYBR® Safe, sob

iluminacdo ultravioleta, como descrito nos itens 8.5.1. e 8.5.3.

8.8 Analise comparativa do custo das técnicas LAMP e PCR convencional

O custo das reacOes pelas técnicas LAMP e PCR convencional foi estimado pelo
calculo do valor dos reagentes utilizados em cada reacdo. Inicialmente, o valor foi calculado
em reais (R$) e convertido para dolar (US$) e euro (€), considerando a cotagcdo média vigente

no més de fevereiro de 2013.
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9 RESULTADOS

9.1 Desenho dos primers para amplificacdo do gene cafl pela técnica LAMP

O gene cafl foi amplificado por PCR convencional utilizando DNA das culturas de Y.
pestis A1122, P. Exu 369.1, P. Exu 390.2 e P. CE 882.32. Os segmentos amplificados foram
sequenciados e as sequéncias comparadas com uma sequéncia de referéncia do gene cafl,
numero de acesso: X61996.1, depositada no banco de dados do NCBI. O alinhamento das
sequéncias mostrou 100% de identidade entre elas. Em seguida, a sequéncia X61996.1 foi
analisada, atraves do programa BLAST, quanto a similaridade com outras sequéncias do
banco de dados do NCBI, sendo encontrada alta similaridade com outras sequéncias do gene
cafl (Figura 13).

Figura 13 — Andlise comparativa da similaridade entre a sequéncia do gene cafl obtida e outras sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI, pelo programa BLAST.

Accession Description | :;::L | EDD‘% ~ ‘ L%ue ‘ i':::t | Links ‘
Y.pestis genes cafl, caflM, caflA and cafiR 9941 100% 0.0 100% |
Yersinia pestis Z176003 plasmid pMT1, complete sequence 9884 100% 0.0 99%

Yersinia pestis 0182038 plasmid pMT1, complete sequence 9884 100% 0.0 99%
Yersinia pestis 0106004 plasmid pMT1, complete sequence 9884 100% 0.0 99%
Yersinia pestis CA88-4125 plasmid pMT1, complete sequence 884 100% 0.0 99%
Yersinia pestis Antiqua plasmid pMT, complete sequence 9584 100% 0.0 99%
Yersinia pestis biovar Microtus str. 91001 plasmid pMT1, complete se 9884 100% 0.0 95%
Yersinia pestis KIM plasmid pMT-1, complete sequence 9834 100% 0.0 99%
Yersinia pestis KIM plasmid pMT1, complete sequence 9884 100% 0.0 99%
Yersinia pestis CO92 plasmid pMT1 9884 100% 0.0 55%
Yersinia pestis biovar Medievalis str. Harbin 35 plasmid pMT, complet 9878 100% 0.0 99%
Yersinia pestis Nepal516 plasmid pMT, complete sequence 9573 100% 0.0 99%
Yersinia pestis Pestoides F plasmid MT, complete sequence 9573 100% 0.0 99%
Yersinia pestis pG&786 plasmid 9867 100% 0.0 99%
Yersinia pestis strain 482 plasmid pMT1 cafl operon, complete seque 9566 96% 0.0 99% E
Yersinia pestis strain 1351 plasmid pMT1 cafl operon, complete seqr 9566 96% 0.0 99% E
Yersinia pestis strain EV plasmid pMT1 cafl operon, complete sequer 9566 96% 0.0 99% E
Synthetic construct Yersinia pestis clone FLH0143274.01X caflA ger 4584 469 0.0 99%
Synthetic construct Yersinia pestis clone FLHO143017.01X caflR ger 1692 17% 0.0 99%
Synthetic construct Yersinia pestis clone FLH0149718.01X caflM ge 1485 14% 0.0 99%
Synthetic construct Yersinia pestis clone FLH0143186.01X cafl gene 946 9% 0.0 100%
Yersinia pestis envelope antigen F1 (cafl) gene, partial cds 837 937 9% 0.0 99%
Synthetic construct intergenic fusion protein r-PFIE gene, partial cd: sS04 504 9% 0.0 100%
Yersinia pestis strain assc plasmid pMT1 F1 capsule antigen (f1) gen 881 881 8% 0.0 100%
Yersinia pestis strain pusc plasmid pMT1 F1 capsule antigen {f1) gen 881 881 8% 0.0 100%
Yersinia pestis strain suau plasmid pMT1 F1 capsule antigen (f1) gen 881 gsl 8% 0.0 100%
Yersinia pestis strain sull plasmid pMT1 F1 capsule antigen (f1) gene 881 881 8% 0.0 100%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs a confirmacdo da identidade da sequéncia, a mesma foi utilizada para o desenho
de cinco primers especificos para amplificacdo do gene cafl, utilizando o método LAMP:
dois primers externos (F3 e B3), dois primers internos (FIP e BIP) e um backward loop
primer (BLP) (Quadro 2), utilizando o programa Primer Explorer V4 disponibilizado pela
empresa Eiken Chemical CO., Ltd.

Inicialmente, os primers internos e externos foram desenhados e, ap6s a confirmacao

do desenho correto desses primers, através da amplificacdo do gene cafl, o backward loop
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primer foi desenhado. O foward loop primer ndo pdde ser desenhado, pela impossibilidade de
adequacdo as normas estabelecidas pelo software Primer Explorer V4, baseadas na sequéncia
dos primers internos e externos. A localizacdo dos sitios de hibridizacdo dos primers

desenhados foi analisada através do programa MapDraw (pacote de programas Lasergene®,

version 4.01, DNASTAR Inc., Madison, WI) (Figura 14).

Quadro 2 — Primers especificos desenhados para amplificacdo do gene cafl pela técnica de LAMP.

Primers (descricéo) Sequéncias

LAMP cafl F3 TCAGGATGGAAATAACCACCAA

LAMP cafl B3 GTTACGGTTACAGCATCAGTGTA

LAMP cafl FIP

CCACAAGGTTCTCACCGTTTACCTTCACTACAAAAGTGATTGGCAAGG

LAMP cafl BIP

GGATGACGTCGTCTTGGCTACGTGCAAGTTTACCGCCTTTGG

LAMP cafl BLP

GCAGCCAGGATTTCTTTGTTCGC

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 — Localizaco dos sitios de hibridizacdo dos primers desenhados.

BIP Bt ] r.::ﬁmm-

-Loop primer backu )

Fonte: Elaborado pelo autor.

A especificidade dos primers externos foi avaliada através de sua utilizacdo em
reacOes de PCR convencional para amplificacdo do gene cafl. O produto de amplificacéo foi
visualizado em gel de agarose 1%, sendo observado fragmento de tamanho esperado, 207
pares de base. A identidade do fragmento obtido foi confirmada por sequenciamento,
comprovando o correto desenho dos primers. A temperatura de hibridizacdo dos primers
externos foi avaliada através de reagdo de PCR convencional utilizando gradiente de

temperatura (55°C a 65°C) no ciclo referente ao pareamento dos primers. Foi possivel
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observar, através da eletroforese em gel de agarose, que os primers hibridizaram de forma
semelhante em todas as temperaturas analisadas (Figura 15). Diante desse resultado, foi

adotada a temperatura de 65°C, que confere maior estringéncia a reacgéo.

Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose 1% das reac6es de amplificacdo do gene caflpor PCR convencional,
utilizando gradiente de temperatura entre 55 a 65°C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

<«— 207pb

200 pb —»

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 1Kb (DNA ladder); 2: 55°C; 3: 55,2°C; 4: 55,8°C; 5: 56,7°C; 6: 57,8°C; 7:
59,1°C; 8: 60,4°C; 9: 61,7°C; 10: 62,9°C; 11: 63,9°C; 12: 64,6°C; 13: 65°C; 14: Controle Negativo.

9.2 Padronizacédo da técnica LAMP aplicada a amplificacdo do gene cafl

Apbs o desenho dos primers internos e externos, a reacdo de LAMP foi padronizada
para o volume final de 25 uL, contendo 40 pmol de cada primer interno, 10 pmol de cada
primer externo, Tris-HCI pH 8.8 20 mM, (NH4),SO, 10mM, MgSO, 8 mM, KCI 10 mM,
dNTP 5,6mM, Betaine 0,8 M, Tween 20 0.1%, 8 U Bst DNA polimerase (New England
Biolabs) e 20ng de DNA molde desnaturado. A quantidade do backward loop primer, quando
empregado na reacdo, € de 20 pmol. Uma constatacdo importante é de que a reacdo apenas
ocorre apOs a desnaturacdo prévia do DNA a 94°C por 5 minutos. As reacGes foram
incubadas, paralelamente, em banho maria e termociclador, sendo observado que as duas
alternativas séo eficientes para a amplificagdo do gene cafl.

Ap06s o processamento da reacdo, utilizando DNA da cepa de Y. pestis A1122, o
produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%, observando-se a presenca de

diversas bandas de tamanhos diferentes, caracteristicas da reacdo de LAMP (Figura 16).
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Figura 16 — Amplificagdo do gene cafl, utilizando DNA da cepa Y. pestis A1122, através da técnica de LAMP.

I 2 3 4

650pb — »

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 1Kb (DNA ladder); 2: LAMP Y. pestis A1122; 3: LAMP Y. pestis
A1122; 4: Controle negativo.

Os ensaios comparando o desempenho dos primers internos dessalinizados e
purificados pela técnica de HPLC, revelaram que as duas formas de purificacdo sao
adequadas (Dados ndo mostrados).

A deteccdo do resultado da reacdo de LAMP, além de ter sido realizada pela
eletroforese em gel de agarose, foi testada tanto através da adicdo de SYBR® Safe quanto de
SYBR® Green |, diretamente do produto de amplificacdo, sendo observado, respectivamente,
sob iluminacéo ultravioleta e natural. Os dois compostos apresentaram a mesma sensibilidade
prara a deteccdo do resultado. Pdde-se observar que os produtos das reacOes positivas
apresentaram coloragdo verde e as reagGes negativas ndo fluoresceram ou néo tiveram sua
coloracdo modificada apos adicdo dos dois compostos cromogénicos, apresentando coloragédo
alaranjada, caracteristica do SYBR® Safe e do SYBR® Green | (Figuras 17 e 18). E
importante destacar que, apesar de diversas tentativas, ndo foi possivel detectar o resultado no

préprio tubo, utilizando iluminacdo natural sem adi¢do de composto cromogénico.

Figura 17 — Visualizacdo do resultado da técnica LAMP sob iluminagdo ultravioleta, apés adicdo de SYBR®
Safe.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Reagdo positiva; 2: Reacdo negativa.
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Figura 18 — Visualizagdo do resultado da técnica LAMP sob iluminacdo natural, apos adicdo de SYBR® Green

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Reacdo positiva; 2: Reacdo negativa.

Para analisar a temperatura mais eficaz para a amplificagdo do gene cafl, foram
testadas as temperaturas de 60°C, 63°C e 65°C. Foi possivel observar que nas trés
temperaturas a reagdo ocorreu na mesma intensidade, conforme visualizado em gel de agarose

a 1% e a olho nu, pela adicdo de SYBR® Safe, sob iluminacéo ultravioleta (Figura 19 e 20).

Figura 19 — Andlise da temperatura de amplificacdo da técnica LAMP.

1 2 3 4 56 7

600pb —»

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 1Kb (DNA ladder); 2: 60°C; 3: Controle negativo; 4: 63°C; 5: Controle

negativo; 6: 65°C; 7: Controle negativo.

Figura 20 — Visualizagdo do resultado da analise da temperatura de amplificacdo da técnica LAMP sob
iluminacéo ultravioleta, apos adi¢do de SYBR® Safe.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: 60°C; 2: Controle negativo; 3: 63°C; 4: Controle negativo; 5: 65°C; 6: Controle negativo.
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Nos ensaios para determinar o tempo de duragdo da reacdo LAMP, foram testados os
tempos de incubacdo das reagdes de 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 75
minutos e 90 minutos, sendo possivel observar o resultado, por eletroforese e a olho nu, a
partir de 45 minutos, de forma diminuta, atingindo visibilidade ideal a partir dos 60 minutos
(Figuras 21 e 22). Com a utilizacdo do backward loop primer na reacdo de LAMP, o tempo
necessario para a nitida visualizacdo da amplificacdo € reduzido para 45 minutos (Figuras 23
e 24).

Figura 21 — Analise do tempo de amplificacdo da técnica LAMP.
1 2 3 4 5 6 7 8
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 1Kb (DNA ladder); 2: 15 minutos; 3: 30 minutos; 4: 45minutos; 5: 60
minutos; 6: 75 minutos; 7: 90 minutos; 8: Controle negativo.

Figura 22 — Visualizacdo do resultado da analise do tempo de amplificagdo da técnica LAMP sob iluminagdo
ultravioleta, apés adicdo de SYBR® Safe.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: 15 minutos; 2: 30 minutos; 3: 45minutos; 4: 60 minutos; 5: 75 minutos; 6: 90 minutos; 7: Controle
negativo.
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Figura 23 — Andlise do tempo de amplificacdo da técnica LAMP ap6s adicéo do backward loop primer.

1 2 3 4 5 6 7 8
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder); 2: 15 minutos; 3: 30 minutos; 4: 45minutos; 5: 60
minutos; 6: 75 minutos; 7: 90 minutos; 8: Controle negativo.

Figura 24 — Visualizagdo do resultado da analise do tempo de amplificacdo da técnica LAMP apés adi¢do do
backward loop primer, sob iluminagdo ultravioleta, através da adi¢do de SYBR® Safe.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: 15 minutos; 2: 30 minutos; 3: 45minutos; 4: 60 minutos; 5: 75 minutos; 6: 90 minutos; 7: Controle
negativo.

9.3 Avaliacao da sensibilidade da técnica LAMP

Para avaliar a sensibilidade da técnica LAMP, o DNA extraido da cepa de Y. pestis
A1122, diluido nas concentracBes de 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg e 1 pg, foi utilizado em
reacOes de LAMP e PCR convencional. A PCR convencional foi capaz de detectar até 10 pg
de DNA (Figura 25), resultado semelhante ao observado na técnica LAMP, detectado tanto
por eletroforese em gel de agarose (Figura 26), quanto por adicdo do SYBR® Safe nas

reacOes (Figura 27). Em sintese, o limiar de deteccdo das duas técnicas foi de 10 pg de DNA.
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Figura 25 — Teste de sensibilidade da PCR convencional.

1 2 3 45 6 7
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder); 2: 10 ng; 3: 1 ng; 4: 100 pg; 5: 10 pg; 6: 1 pg; 7:
Controle negativo.

Figura 26 — Teste de sensibilidade da técnica LAMP.

1 2 3 4 5 6 7
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder); 2: 10 ng; 3: 1 ng; 4: 100 pg; 5: 10 pg; 6: 1 pg; 7:
Controle negativo.

Figura 27 — Visualizagdo do resultado da sensibilidade do LAMP sob iluminagdo ultravioleta, apds adi¢do de
SYBR® Safe.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: 10 ng (positivo); 2: 1 ng (positivo); 3: 100 pg (positivo); 4: 10 pg (positivo); 5: 1 pg (negativo); 6:
Controle negativo.

9.4 Avaliacao da especificidade da técnica LAMP

A especificidade da técnica LAMP foi avaliada atraves de ensaios utilizando DNA
extraido das culturas de Y. pestis A1122, Y. pseudotuberculosis 32953, L. monocytogenes 226,
P. aeruginosa 197 e V. cholerae 462 nas reacdes de amplificagdo. Apenas na reacédo obtida a
partir do DNA da cepa de Y. pestis houve amplificacdo do gene cafl, comprovando a

especificidade da técnica (Figuras 28 e 29).
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Figura 28 — Teste de especificidade da técnica LAMP.

1 2 3 4 5 6 7
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder); 2: Y. pestis A1122; 3: Y. pseudotuberculosis IP
32953; 4: L. monocytogenes 226; 5: P. aeruginosa 127; 6: V. cholerae 462; 7: Controle negativo.

Figura 29 — Visualizac&o do resultado da especificidade do LAMP sob iluminag&o ultravioleta, apds adicao de
SYBR® Safe.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: 1: Y. pestis A1122 2: Y. pseudotuberculosis IP 32953; 3: L. monocytogenes 226; 4. P. aeruginosa 127; 5:
V. cholerae 462; 6: Controle negativo.

9.5 Analise comparativa do custo das técnicas LAMP e PCR convencional

O custo dos reagentes utilizados em cada reacdo de LAMP e PCR convencional foi
calculado e disposto na tabela 1. Nessa estimativa ndo foi contabilizado o custo dos
equipamentos utilizados nas reacdes de LAMP, apenas um banho maria, e PCR convencional,
termociclador, cuba e fonte para eletroforese, transiluminador ultravioleta, aparelho de

fotodocumentacdo e computador para armazenamento e processamento dos dados.
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Tabela 1 — Custo por reagdo, em reais, utilizando as técnicas LAMP e PCR convencional.

LAMP

PCR convencional

Reagente

Custo por reagdo (R$)

Reagente

Custo por reacdo (R$)

Bst polimerase 1,33 Taq polimerase 1,42
Sulfato de Magnésio 0,002715 Cloreto de Magnésio 0,0032
dNTP 0,003 dNTP 0,0042
Primers 0,3 Primers 0,13
Betaine 0,24 Agarose + TBE 0,57
SYBR® Green | 0,07 SYBR® Safe 0,30
Custo total por reacéo R$ 1,95 Custo total por reacéo R$ 2,45

Fonte: Elaborado pelo autor.

O custo por reacdo da técnica LAMP foi de R$ 1,95, sendo convertido para dolar e

euro, o valor obtido foi, respectivamente, de US$ 0,99 ou € 0,74. J4 a PCR convencional custa

R$ 2,45, sendo convertido para ddlar e euro, o valor obtido foi, respectivamente, de US$ 1,25

ou € 0,93.
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10 DISCUSSAO

A técnica LAMP preenche os requisitos basicos preconizados pela OMS para um teste
diagnostico ideal para a rotina de laboratorios clinicos de paises em desenvolvimento com
poucos recursos: especificidade, sensibilidade, rapidez, simplicidade, utilizagdo de pouca
quantidade de equipamentos e produtividade. Essas caracteristicas sdo contempladas por
fatores inerentes a técnica LAMP que, pela sua simplicidade, exige treinamento minimo de
recursos humanos, utilizacdo de equipamento simples e o resultado é obtido rapidamente,
podendo ser observado no proprio tubo, diminuindo a quantidade de etapas da reacdo (NJIRU,
2012).

Durante o processo de padronizacdo da técnica LAMP para o diagnéstico da peste, o
desenho adequado de primers especificos foi crucial para a ocorréncia da reacdo. As reacdes
foram incubadas em banho maria, dispensando assim o uso de termociclador, equipamento
complexo e de alto custo (PARIDA et al., 2008), fato muito importante que facilita sua
implementacdo em laboratdrios rurais da rede de vigilancia epidemiol6gica da peste no Brasil
e em outros paises em desenvolvimento.

Segundo Tomita et al. (2008) o emprego de primers internos purificados pela técnica
HPLC € crucial para a amplificacdo do gene alvo através do método LAMP, tendo em vista o
tamanho da sequéncia desses primers, cerca de 45 pares de base. No nosso trabalho foram
empregados, comparativamente, primers internos purificados por HPLC e dessalinizados na
reacdo LAMP, obtendo-se resultado semelhante, permitindo adotar o uso de primers
dessalinizados, que custam sete vezes menos.

Durante a amplificacdo por LAMP ocorre turbidez dos produtos de reacdo pela
formacdo de precipitado branco, pela acumulacdo de pirofosfato de magnésio, em proporcédo
aos produtos amplificados, entretanto, em alguns casos a visualiza¢do do resultado a olho nu,
sob iluminacdo natural, requer o emprego de compostos cromogénicos que se ligam a fita
dupla de DNA (CHAUDHARY et al., 2011). No nosso trabalho a adi¢cdo desses compostos
foi necessaria para visualizagdo do resultado das amplificacbes no préprio tubo sob
iluminacdo ultravioleta, apds adicdo de SYBR® Safe, e sob iluminagdo natural, apos adi¢éo
de SYBR® Green I. A visualizacdo do resultado sob iluminacgdo natural é importante porque
reduz etapas e 0s custos com equipamentos. A visualizacdo dos produtos a olho nu e por
eletroforese em gel de agarose foi semelhante, a ocorréncia ou ndo de amplificacdo foi

igualmente detectada pelas duas técnicas.
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A reacdo de LAMP ocorreu nas trés temperaturas testadas (60°C, 63°C e 65°C), sendo
adotada a temperatura de 65°C, que além de conferir maior estringéncia a reacdo, esta na
faixa de temperatura 6tima de sintese de DNA pela Bst polimerase. A rapidez na obtencédo do
resultado dos exames é de extrema importancia para o tratamento dos pacientes e
acionamento das medidas de controle da peste (ALMEIDA; TAVARES, 2010). A técnica
LAMP quando processada utilizando apenas os primers internos e externos, apresentou tempo
minimo para visualizacao dos resultados de 60 minutos, o emprego do backward loop primer,
reduziu o tempo de reacdo para 45 minutos. O tempo de reacdo de uma PCR convencional
para a amplificacdo do gene cafl, é cerca de 3 vezes maior, quando comparada com a técnica
LAMP.

A sensibilidade da técnica LAMP foi semelhante a da PCR convencional, nos ensaios
realizados em paralelo, e a da técnica Nested-PCR em tubo Unico, descrita por Silva et al.
(2012), apresentado limiar de deteccéo de 10 pg de DNA.

A especificidade da técnica LAMP deve-se, sobretudo, as caracteristicas dos primers
utilizados na reacdo, além do emprego de quatro a seis primers, responsaveis pelo
reconhecimento de seis a oito regides distintas no gene alvo, 0s primers internos apresentam
cerca de 45 pares de base, cobrindo uma regido maior do gene alvo.

Um dos fatores criticos da técnica LAMP é o alto risco de contaminacdo da reacao,
por ser um método altamente sensivel e gerar produto com alta concentracdo de amplicons,
facilitando sua dispersdo pelo ambiente. Portanto, é fundamental que para realizacdo da
técnica LAMP, assim como outras técnicas moleculares, se disponha de dois ambientes
fisicamente separados, sendo um para a preparacdo da reacao e outro para o0 processamento do
resultado da reacdo, e sejam utilizados tubos, ponteiras e outros materiais descartaveis
(TOMITA et al., 2008).

Apesar do uso de cabine de PCR, localizada em ambiente especifico, ocorreu
amplificagdo do gene alvo no controle negativo da reagcdo de LAMP. As seguintes medidas
foram adotadas para detectar a origem dessa contaminacdo: Utilizacdo de agua millig obtida
de outros laboratorios da instituicdo, uso de novas aliquotas do estoque de primers, MgSQO,,
dNTP e betaine, nova extracdo de DNA, utilizacdo de pipetas sem prévio contato com DNA
da bactéria Y. pestis, utilizacdo de ponteiras com filtro, realizacdo da reacdo em diferentes
bancadas no mesmo laboratério e realizacdo da reacdo em cabine de PCR de outro laboratorio
da instituicdo. Foi constatada contaminacdo ambiental e para solucionar o problema as

reacOes passaram a ser preparadas em outra cabine de PCR do laboratério.
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Um dos fatores mais importantes para implementacdo da técnica LAMP na rotina
laboratorial é seu baixo custo, quando comparado as técnicas moleculares convencionais. O
custo por reacdo para amplificacdo do gene cafl foi estimado em R$ 1,95, sendo necessario
apenas equipamento para sua execuc¢do, o banho maria, enquanto a PCR convencional tem o
custo estimado de R$ 2,45 por reacdo, necessitando, obrigatoriamente, de termociclador,
transiluminador ultravioleta, cubas de eletroforese, elevando ainda mais o Seu custo.
Comparativamente, em relacdo ao custo, a técnica LAMP é mais vantajosa do que a PCR

convencional, apresentando custo 25% inferior ao observado na PCR convencional.
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11 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho revelaram que a técnica LAMP possui alto
potencial para ser utilizada no diagnostico e em programas de vigilancia e controle da peste;
de simples e facil operacionalizacdo pode ser adotada nos laboratérios menos equipados no

Brasil e em outros paises em desenvolvimento.
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12 PERSPECTIVAS

Esse estudo apresenta como perspectivas:

a) Testar a técnica LAMP aplicada a identificacdo de Y. pestis diretamente na cultura
bacteriana, material biolégico contaminado e visceras de animais infectados com a
bactéria;

b) Producdo de Kit LAMP liofilizado para vigilancia epidemioldgica da peste e
distribuicdo em todo o territério nacional pelo Servico de Referéncia em Peste. Caso

seja necessario, o Kit também poderé ser exportado para outros paises.
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ANEXO A - CARTA A COORDENACAO DA POS-GRADUACAO DO CPgAM

Em anexo carta a coordenacdo da Pos-graduacdo do CPgAM, salientando que o projeto
desenvolvido n&o necessita de aprovagio do Comité de Etica.
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