CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHAES
Mestrado em Saude Publica

FUNDACAO OSWALDO CRUZ H

FIOCRUZ

Carina Lucena Mendes

sted PCR em tubo
para deteccao de
0 meio de

acdo da técnica de
com dois genes a
olerae O1 dire
cultura

RECIFE
2007




Carina Lucena Mendes

Avaliacao da técnica de nested PCR em tubo unieo co
dois genes alvos para deteccad/teio cholerae O1
diretamente do meio de cultura

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Mestrado em Saude Publica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacéo
Oswaldo Cruz, para obtencao do titulo de

Mestre em Saude Publica.

Orientadora: Dra. Nilma Cintra Leal

Recife
2007



CARINA LUCENA MENDES

Dissertacao analisada e aprovada pela comissao exaadora em janeiro de 2007.

Dra. Nilma Cintra Leal (Orientadora)
CPgAM - FIOCRUZ

EXAMINADORES

Dra. Tereza Cristina Leal Balbino (Titular)
CPgAM - FIOCRUZ

Dra. Maria Betania Melo de Oliveira (Titular)
UFRPE

Dra. Valéria Rego Alves Pereira (Suplente)
CPgAM - FIOCRUZ

Dra. Marise Sobreira Bezerra da Silva (Suplente)
UPE



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, a minha familia, pel@raenapoio, e a Tiago Marques, meu
namorado, por estar ao meu lado em todos os mos)esg@mm bons ou maus. Amo muito

VOCES.

A Dra. Nilma Cintra Leal, muito obrigada pela otegéo, dedicacdo, confianca e incentivo

nestes (quase) trés anos de convivéncia.

Meus agradecimentos ao Dr. Frederico Guilhermebaio Dr. Fabio Melo pelas preciosas

contribuicdes ao longo deste trabalho.

Agradeco aos componentes da banca examinadoragmeuia a Dra. Tereza Cristina Leal
Balbino e Dra. Maria Betania Melo de Oliveira, @aeitarem mais este trabalho em meio a

tantos.

Aos técnicos do laboratério de Microbiologia do @RYflsaac Martins, Silvana Santos e

Yara Nakasawa pelo suporte: meus agradecimentos.

Agradeco a Christian Reis, Francisco Cariri e Wadnes Mendes pela ajuda com a reacao

de sequienciamento.

Aos colegas que fazem parte do Departamento deoblaiogia, muitos dos quais se

tornaram verdadeiros amigos ao longo do tempo.gaba pelo carinho e pela atencéo.

Obrigada ao Centro de pesquisas Aggeu Magalhdeso eCanselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPaelosuporte cientifico e financeiro.



RESUMO

A colera é uma doenca bacteriana historicamentbeniie por seu potencial de provocar
epidemias, tendo levado milhares de individuos atend= causada pelo bacilo Gram-
negativo Vibrio cholerae O1 toxigénico. No Brasil, apesar de grandes avamgp que se
refere a prevencéo, a infeccéo ainda persiste lBpr@mao seja causa de alta mortalidade, sua
presenca € motivo de preocupacdo para a rede de Pablica local. A infeccédo colérica é
endémica no nordeste brasileiro e esta relacionamia;ipalmente, a condi¢cdes sanitarias
precarias. O diagnostico classico da infeccdo @lmra bacteriana, complementada pela
deteccdo da toxina colérica, o que retarda o edltlo exame. O objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a técnica de nested PCR enb tdhico com dois genes alvos
(MSTNPCR) na deteccdo dé cholerae O1 diretamente do meio de cultura. Utilizando
DNA, a técnica foi capaz de amplificar até 1 pg/deholerae O1, além de ter possibilitado a
deteccdo do vibrido diretamente do meio de culligigido, sem prévia extracdo de DNA,
apresentando limite de deteccdo de trés Unidadewddoras de Colonia. Além disso, a
MSTNPCR mostrou-se especifica paxa cholerae Ol quando testada com varios
microrganismos diferentes. Unkit diagnéstico foi montado e estocado a -20 °C,
permanecendo estavel durante os quatro meses eroiqwstado. A MSTNPCR descrita
neste trabalho pode ser util no diagnéstico dacgd#ie colérica e em investigacdes

epidemiolégicas, complementando os resultados @btidm a cultura bacteriana.



ABSTRACT

Cholera is a bacterial disease historically knowrnts epidemics, having killed thousands of
people through the centuries. The infection is eduly toxigenicVibrio cholerae O1, a
Gram-negative bacillus. Although great advancepravention, in Brazil the infection still
persists and even so it is not cause of high mtytétls occurrence worries the Public Health
system. It is a brazilian northeast endemic diseaa@ly related to precarious sanitary
conditions. The classic diagnostic of infectionthe bacterial culture complemented by the
detection of cholera toxin which delays the teswults. The major aim of this work was to
adapt the technique of single tube nested PCR uswgtarget genes (MSTNPCR) for
detection ofV. cholerae O1 directly from liquid culture. MSTNPCR was altbeamplify up to

1 pg ofV. cholerae O1 besides having made possible the bacteriuncti@tedirectly from
liquid culture, without need of previous DNA exttian. In this case the limit of detection
was three UFC. Moreover MSTNPCR revealed beingipéar V. cholerae O1 when it was
tested with other bacteria. A diagnostic kit wagpared and kept storaged at -20 °C,
remaining stable throughout the four months it vested. MSTNPCR described here can be
useful for cholera diagnostic and by the monitoraigbiental service, complementing the

bacterial culture results.
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1 INTRODUCAO

Vibrio cholerae O1 toxigénico é o principal agente causador darapldoenca que
acomete o homem e caracteriza-se por diarréia abtmdacompanhada de voémitos. O
individuo acometido, rapidamente, chega a desichataevera, choque hipovolémico, coma e
morte. A infeccdo estd muito associada a condig@estarias precarias, uma vez que a
transmissao € relacionada com a agua.

No Brasil ela é endémica, acontecendo surtos peosdespecialmente, na Regido
Nordeste do pais (GONCALVES; HOFER, 2005) e ¢ tflaada pelo Ministério da Saude
como uma doenca de notificacdo compulséria, dedacoom a Lei n° 6.259 de 30/10/1975.
Todos os casos diagnosticados devem ser comuniéa8esretaria Estadual de Saude, que
repassa as informacdes ao Ministério da Saudeteeae®rganizacdo Mundial de Saude —
WHO (MS, 2006).

Desde 1992, quando a 72 epidemia de célera clteegnardeste do Brasil, a Secretaria
Estadual de Saude de Pernambuco (SES-PE), navardatcontrolar o nUmero de casos, e
posteriormente, de impedir nova epidemia, implanton programa de investigacao
epidemioldgica que pesquisa a presenca do vibridmananciais aquaticos de regides onde
os surtos ocorrem (GONCALVES; HOFER, 2005).

Esta pesquisa utiliza como método de diagndstiatulaura bacteriana em meio
seletivo paraV. cholerae. Contudo, tal pratica requer um numero considémasete alto de
bacilos vivos, sendo inabil em detectar bactériastas ou em seu estado viavel mas nédo
cultivavel (VNC).

As formas moleculares de diagnostico, em particatpelas que tém como base a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sidzadiils como uma alternativa ao

diagndstico tradicional ja que apresentam altailséidade e permitem a deteccdo de



microrganismos Vivos ou mortos, cultivaveis ou nAssim, uma vez que estejam bem
padronizadas e otimizadas, estas técnicas podemtiizadas como meétodo alternativo
complementar ao diagnaostico classico.

Uma variagdo da PCR tradicional, a nested PCR ebo tinico (STNPCR)
desenvolvida por Abath et al (2002), revelou-setdmds Util na deteccdo de alguns
microrganismos infecciosos, tais coni®basmodium sp. (MONTENEGRO et al, 2004)
Yersinia pestis (SOUZA et al, 2005),Shistosoma mansoni (MELO et al, 2006) e
Micobacterium tuberculosis (Haiana Schindler — dados ndo publicados). No pasticular da
cOlera, o método utilizando um gene alvo foi capazletectar até 1 pg de DNA do vibrido
colérico presente na amostra (MENDES; LEAL, 2005).

O presente trabalho propde uma alteracédo na STNRaGRdiagndstico de colera, que
consiste na adicéo, a reacao, de um parideers direcionados ao geméN, especifico para
o sorogrupo O1 d¥. cholerae, possibilitando detectar bacilos pertencenteseasesogrupo,
sejam eles toxigénicos ou nao. Além disso, forajetios detectar a presenca do bacilo
diretamente do meio de cultura, avaliar a espéd#fite da técnica para deteccdo \de

cholerae O1 e testar a estabilidade de kitndiagnéstico quando estocado a -20 °C.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

A origem etimoldgica da palavra colera provoca djéacias entre os historiadores.
Alguns autores acreditam que a palavra deriva de ®omos gregoschole e rein, que
significaria “vazéo da bile” (LACEY, 1995). Outrgsigerem que o terneholera, em grego,
quer dizer “calha do telhado”, e que os gregosuterassociado o forte fluxo de agua que
escoa pelas calhas durante uma tempestade, daliatedisa que a colera provoca (BARUA;
GREENOUGH, 1991).

Documentos em sanscrito datados de aproximadarb@ta 400 a.C. descrevem uma
doenca semelhante a colera, e ha registros hssoda infeccdo ha mais de 2000 anos.
Contudo, somente a partir de 1817 € que a litexaitet a doenca. Acredita-se que até entdo a
cOlera era esporadica e sO veio atingir sua formdémica a partir daquele ano, quando
ocorreu a primeira pandemia, que soO terminou er3 {(8@LWELL, 1996a).

No total sdo descritas sete pandemias, sendo guienaira ficou limitada a regiao
entre a Pérsia e a Turquia, que estavam em guraurante a segunda pandemia (1829-
1851) que John Snow propds um estudo sobre o nottartsmissao da colera, relacionando-
a a agua de beber e aos efluentes (COLWELL, 1986a)1855, durante a terceira pandemia
(1852-1859), a doenca atingiu o Brasil pela primegz (GONCALVES; HOFER, 2005).

A quarta pandemia (1863-1879) seguiu-se a quirB81(1896) e a sexta (1899-1923).
Somente em 1884, o bacteriologista alemdo RobenhKd@843-1910) isolou o agente
etiologicoV. cholerae O1, a partir da agua de um tanque em Calcuta. Eiantgue, cuja agua
destinava-se ao consumo, fora lavada a roupa da danprimeiro doente daquela regido

(THOMPSON, 2004; GONCALVES; HOFER, 2005).



Devido as melhorias no abastecimento de agua eomalécoes sanitarias, diversos paises
tornaram-se livres de cOlera, e acreditava-se gadnaveria outra pandemia (COWELL,

1996a).

Entretanto, em 1961, na atual Indonésia, a doemgmergiu em sua sétima forma
pandémica, espalhando-se rapidamente por varigsmentes. Em 1991 atingiu a América do
Sul num surto que teve origem no Peru, e dai egpald pelos paises vizinhos, inclusive o
Brasil (FARUQUE et al, 1998).

Embora os sintomas clinicos da doenca sejam berosys&veros que aqueles das seis
primeiras pandemias (COWELL, 1996a), a sétima tielm siais extensa no que se refere a
distribuicdo geografica e duracdo (FARUQUE et 898).

Em 1992 teve inicio, na India, uma epidemia de radleausada por um novo
sorogrupo, posteriormente classificado como O13Bengal, por ter sido isolado da Baia de
mesmo nome (SHIMADA et al, 1993).

No ano seguinte, a epidemia espalhou-se por pasekos e surtos causados por este
novo sorogrupo tém sido confirmados, desde entfioy&ios paises da Asia. Além disso,
casos importados foram notificados no Reino Unidaos Estados Unidos da América
(COLWELL, 1996a).

Uma vez queV. cholerae O139, juntamente com O1, continuam causando cakera
india e em Bangladesh, e caso os surtos provogamasste NOvo sorogrupo continuassem a
surgir, acreditava-se que estaria instalada a aifmndemia (FARUQUE et al, 1998). No

entanto, isto ainda ndo ocorreu.



2.2 MODO DE TRANSMISSAO

Atualmente sabe-se que a colera € uma doenca delagdio hidrica e que a
transmissao € feita, principalmente, pela via fecal, sendo o homem o Unico portador
conhecido até a década de 70, quando estudos nddica existéncia de reservatorios
ambientais comecaram a ser publicados (ISLAM €t984).

Contudo, nem sempre foi assim. Até a primeira nee@dal século XVII, devido a
crenca na teoria miasmatica, acreditava-se qudesacéra transmitida pelo ar. Somente a
partir de 1854, gracas aos estudos de Snow, @agrarh provadas as vias de transmissao da
doenca (SACK et al, 2004).

Naquela época, era comum acreditar que a coOlerdramamitida de pessoa para
pessoa devido a um “veneno especifico”. Snow candue tal veneno seriam particulas
fecais que, quando presentes na agua de bebamitam a infeccdo (FROST, 1999).

A transmissdo direta pessoa a pessoa € favoreoidéala de asseio pessoal, em
particular pela falta do habito de lavar as médsesadas refeicdes ou ao preparé-las. Esta
conduta promove a difusdo da doenca quando indigidue tratam os doentes tocam nas
roupas e objetos destes, que sdo destituidos dee amtor apesar de infectados pelas
evacuagOes constantes, e ndo lavam as maos depas\(, 1854).

Entretanto, a principal conclusao, especialment@aido de vista epidemiolégico, a
que chegou Snow sobre a transmissdo desta infeEcdoe a coélera esta diretamente
relacionada ao sistema de abastecimento de agumadocalidade. Ele verificou que agua
contaminada com dejetos de doentes era a prirfoipal de propagacao da doenca (SNOW,
1854). A infeccao colérica também pode ser “trartgp@”, através da descarga de lastros de

navios provenientes de lugares onde a célera émjid (COLWELL, 1996a).



E devido a capacidade de propagar-se pela aguaacquaélera difunde-se t&o
rapidamente nas coletividades. Todavia, ha indidegue a difusdo aquatica ndo explica a
rapidez com que a doenca atinge areas tao distantee tal fato seria mais bem justificado
pelo crescimento exacerbado e inesperado de fipdeoctdn que carregariam ceélulas
bacterianas de um lugar para outro (COLWELL, 1996a)

A dose infectante d¥. cholerae varia de 18 a 13* UFC (REIDL; KLOSE, 2002),
sendo que alcalinizagéio do suco gastrico reduzsa nhédia de £ara 16 (GONCALVES;
HOFER, 2005). E importante atentar para a existédei portadores sdos que eliminam
bactérias intermitentemente por varios meses a8, e uma vez que a relacdo doente
portador é de 1/25 a 1/100, estes individuos téamdg importancia na disseminacdo da

doenca (MS, 2006).

2.3 DOENCA

O periodo de incubacdo da célera varia entre 18sher5 dias, ap06s 0s quais 0s
sintomas comecam abruptamente (SACK et al, 200d)a&rdo com Gongalves e Hofer
(2005), as formas clinicas da doenca apresentatasnariacdes, dentre as quais destacam-
se a cblera seca, classica e benigna.

A primeira € a forma mais grave, na qual o indigithfectado entra em choque e vai
a Obito rapidamente. Nesta forma da doenca naermaa sequer de ocorrerem diarréias
devido a uma “paralisacdo intestinal”, o que pravac retencdo de liquido nas alcas
intestinais (GONCALVES; HOFER, 2005).

Na forma classica, que caracterizou as seis p@asgiandemias, a diarréia tipica em
agua de arroz é continua e acompanhada de vonoitos,ou sem presenca de célicas.

Hipertemia é rara em adultos mas pode acometarcasa A medida que a diarréia torna-se



mais intensa, instalam-se rapida perda de pesopc@s musculares, delirio, estado comatoso
e morte (GONGCALVES; HOFER, 2005).

A forma benigna da célera € aquela onde ndo hdnsatblogia aparente e a doenca so
pode ser diagnosticada através de exames labaiatd?bdem ocorrer muitas variagdes entre
as formas classica e benigna, onde os sintomas énwnsidade podem divergir entre 0s
individuos (GONCALVES; HOFER, 2005).

O coeficiente de mortalidade quando do néo-tratéongs doenca é de cerca de 50%
(SACK et al, 2004), caindo para 1-5% quando o inat#o € instituido rapidamente
(THOMAS, 1970). Este consiste de reidratacdo, papmr os fluidos perdidos, corrigir a
acidose metabdlica e a deficiéncia de potassiotajuente com a antibioticoterapia
(tetraciclina, ampicilina ou trimetoprima e sulfamesol). Além de simples, é muito eficaz,

quando € administrado tdo logo comecem os sint¢ERESK et al, 2004).

2.4 SITUACAO E DISTRIBUICAO DA COLERA NO MUNDO E NBRASIL

A colera é endémica em, pelo menos, 80 paises ddonel o niUmero de casos varia
entre 110.000 a 200.000 por ano. Oficialmente eooi3.000 mortes causadas pela infeccéo a
cada ano, porém, devido a subnotificacdo da doerstema-se que esse numero seja bem
maior (WHO, 2004). As seis primeiras pandemiasréiveinicio na Asia e a sétima comecou
na Indonésia e espalhou-se rapidamente para Asiap& Africa, chegando, finalmente, &
América Latina em 1991, que esteve livre da coépEmamais de um século. Naquele ano
foram notificados, aproximadamente, 400.000 casosais de 4.000 Obitos em 16 paises
americanos (WHO, 2006a).

Na figura 1 estd demonstrado o nimero de casos paides que notificaram a

ocorréncia de colera a WHO desde o ano de 19920a# (WHO, 2005)Em 2003, a WHO



divulgou um total de 111.575 casos de colera empadges, dos quais 1.894 evoluiram para a
morte (CDC, 2004).

Cinquienta e seis paises notificaram a WHO em ,200vtotal de 101.383 casos e
2.345 mortes, sendo que a grande maioria dos ¢856s) ocorreu na Africa, seguida da
Asia, Américas, Europa e Oceania. Apenas cincepaimericanos registraram casos, sendo
eles Brasil, Coldmbia e Equador com 21, dois eccioasos respectivamente, e Estados
Unidos da América e Canada, com cinco e trés dagpsrtados, respectivamente (WHO,
2005).

A tabela 1 mostra o total de casos e mortes painarme, em 2004. Do total de 36
casos notificados pelas Américas, 21 foram regisggelo Brasil, todos autoctones (WHO,
2005). Em 2005, as Ameéricas comunicaram a WHO uail tle 12 casos, sendo cinco deles
registrados pelo Brasil (WHO, 2006b).

A colera foi reintroduzida no Brasil em abril de91%través da parte alta do Rio Solimbes
na regiao Amazonica, na margem Peru-Colémbia, eqpailhou-se pelas outras regides
(HOFER, 1993). No Brasil, é classificada como deeegmergente e acomete,
principalmente, as Regifes Norte e Nordeste, @meds 0 saneamento € precéario e, muitas

vezes inexistente (SVS, 2006).

No Brasil, a doenca experimentou seu pico epidémnd 993, porém os esforcos do
sistema de saude conseguiram reduzir o numero s@s cgignificativamente, apesar da
insatisfatoria condi¢céo sanitéria de parte da @gdd, o que cria um ambiente favoravel para
a disseminacao e persisténcia desta infeccdo (SH#S 2003). Uma campanha nacional de
combate a colera foi desenvolvida e, em 1994, angioecomecou a retroceder
(GUTHMANN, 1995). Na figura 2 estdo os numeros dsos e Obitos pela doenca entre os

anos de 1991 a 2003.



No ano de 2000, a cdlera apresentou uma reducaartenpe, tanto no niumero de
casos, como na area geografica em que se mandestndo registrados 733 casos em todo o
pais, os quais atingiram, principalmente, doisdestada Regido Nordeste: Pernambuco e
Alagoas. Ja no ano de 2001, foram notificados apsete casos da doenca em todo o pais,
também concentrados na Regido Nordeste, sendomquatCeara, um em Pernambuco, um
em Alagoas e um em Sergipe (SVS, 2005a).

Em 2002 e 2003, apesar de nao ter sido registredbum caso da doenca em
territdrio brasileiro, 0 agente etioldgico da célep V. cholerae O1, foi isolado de seis
amostras ambientais, todas nao-toxigénicas. Ainaa 2003, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da pesquéea agua de lastro de navios aportados
em Belém — PA e Recife — PE, verificou a presemgdudhs cepas toxigénicas\decholerae
O1 (SVS, 2006).

Dados obtidos entre os anos de 2001-2003, indicauea coOlera estava sob controle
no pais e que, se essa tendéncia fosse mantidaengad passaria a integrar o grupo das
enfermidades transmissiveis declinantes. Contudanarco de 2004, foram confirmados 21
casos da doenca, num surto que acometeu o munidgp&fo Bento do Una, no Estado de
Pernambuco, e em janeiro de 2005, mais cinco cdsosdlera foram notificados, sendo

guatro naquele municipio e um em Recife (SVS, 205b

2.5 AGENTE ETIOLOGICO

Vibrio cholerae, agente causador da infec¢do colérica, foi despot Robert Koch,

bacteriologista aleméo, em 1884, que o denomikomrhabacillus’ devido a sua forma de

coma, ou seja, virgula (FINKELSTEIN, 2005), comostna a figura 3.



Microrganismos pertencentes a familia Vibrionacea® génerdibrio sdo bactérias
Gram-negativas, na forma de bacilos curvos, cormemga de flagelo polar (figura 4). Sé&o
anaerobios facultativos, ndo formam esporos e peducitocromo-oxidase, caracteristica
que os diferencia das bactérias da familia Entetebaceae (GONCALVES; HOFER,
2005). Seu habitat natural € o ambiente aquaticoescem bem em meio de isolamento,
sendo que a adicdo de NaCl 1% ao meio favorece lapheacdo bacteriana (REIDL;
KLOSE, 2002).

A membrana externa de bactérias Gram-negativagstittdda de lipopolissacarideos
(LPS), que representam os determinantes antigésaroaticos “O” (KONEMAN, 2001). Em
V. cholerae, enzimas necessarias a biossintese dos LPS s#wantas pelos genedhb
(FALLARINO et al, 1997) que séo especificos paentigeno “O” (ISLAM et al, 1992).

Com base em tal antigend, cholerae € subdividido em mais de 200 sorogrupos
(YAMAI et al, 1997), sendo que apenas os sorogripbse 0139 sdo capazes de provocar
epidemias (SACK et al, 2004). O sorogrupo O1 éditid nos biotipos classico, agente das
seis primeiras pandemias, e El Tor, causador ddepaia atual. O biotipo El Tor produz
menos toxina, porém possui maior resisténcia ao amabiente, o que o torna mais propenso
a endemizacgao (MS, 1992).

Cada um destes biotipos é subdividido em trésipotOgawa, Inaba e Hikojima.
Cepas Ogawa expressam o0s antigenos A e B, e umanzequantidade do antigeno C,
enguanto cepas Inaba produzem apenas os antigen@s Bepas do sorotipo Hikojima

expressam os trés antigenos, sé que sdo muitoerarsveis (SACK et al, 2004).

Cepas deV. cholerae que ndo aglutinam com antisoro O1 nem 0139, apdsar
incomum, podem ser patogénicas e alguns estudosiasstais cepas a surtos de doenca

diarréica (ALDOVA et al, 1968; DAKIN et al, 1974&m®m, contudo, possuirem capacidade de



provocar epidemias (SACK et al, 2004). Aléem dissép causadoras de infeccbes extra-
intestinais, especialmente em individuos imunossugos (KO et al, 1998).

Tendo em vista a dindmica de transferéncia hor¢ale genes de viruléncia entre os
diferentes sorogrupos, deve-se considerar as ¢c&ma®1/ndo-0139 como patogénicas em
potencial, dispensando a mesma atencao dada afklasO139 (KARAOLIS et al, 1999;
HEIDELBERG et al, 2000).

Assim como outras bactérias Gram-negativas, cega¥.dcholerae O1 podem
transformar-se de lisas a rugosas (ROCHETTA et%9). Tais cepas rugosas sao isoladas,
ocasionalmente, de pacientes convalescentes e rtad@es cronicos do vibrido (SACK;
MILLER, 1969). Pouco se conhece a respeito do pmEpatogénico das cepas rugosas, mas
Rice et al (1993) afirmam que o estado rugoso d&eha é uma forma de protecdo contra
agentes externos, e que cepas em tal estado peenanefecciosas. Além disso, em um
estudo realizado por Islam et al (2004), ndo halifegencas estatisticamente significativas a

respeito da patogenicidade de cepas lisas e rugosas

2.5.1 Genoma Bacteriano

O genoma d&. cholerae O1 consiste de dois cromossomos circulares de 296 bp
e 1.072.314 bp, sendo denominados cromossomo lofmai cromossomo Il (menor),
respectivamente (figura 5). Juntos, os dois croomss codificam 3.85%pen reading
frames (ORF’s) ou cdodigos abertos de leitura (HEIDELBERGI, 2000).

No cromossomo maior estdo localizados a maioria geses necessarios ao
crescimento e a viabilidade bacteriana, tais coereg relacionados a replicagdo, reparo,
transcricdo e traducdo do DNA e a biossintese dedpacelular, por exemplo. Apesar de a

maioria dos genes presentes no cromossomo menoéenefio funcdo conhecida, alguns genes



essenciais a funcdo celular normal e genes qudicandi varios intermediarios de vias
metabolicas da bactéria estdo localizados apersite seomossomo. Nele esta presente a
regido de integracdo, uma ilha de captura de geaagjal estdo contidos genes que conferem
resisténcia a antibioticos e que expressam enzimeasssarias ao metabolismo do DNA
(HEIDELBERG et al, 2000).

No cromossomo | d¥. cholerae O1 El Tor ha apenas uma coOpia dos geesB, 0s
quais encontram-se integrados ao genoma do faggéhsco CTXp de 6,9 kb. O genoma
deste fago € composto por 2 dominios funcionalmeistetos: ocore ou regido central, e a
regido RS2. Nocore, além dos genestxAB, estdo presentes genes relacionados a
morfogénese e ao empacotamento do bacteriéfagoretido RS2 estdo inclusos genes
necessarios a replicagdo, integracao e regulac&y ¥e: rstA, rstB erstR, respectivamente
(HEIDELBERG et al, 2000).

O cromossomo | d¥. cholerae abriga o conjunto de geng$ que codificam enzimas
necessarias a sintese do antigeno “O” do LPS d&rlzacsendarfoN especifico para o
sorogrupo O1 do vibrido (ISLAM et al, 1992; FALLARO et al, 1997).

E também no cromossomo maior, fazendo parte daléhaatogenicidade (VPI) de 40
kb, que esta presente o fago YRPKARAOLIS et al, 1998), no qual esta contido o jomio
de genes reguladores TCP (toxin co-regulated pillusna vez qué&/. cholerae adquire VP®
e expressa 0 genepA, a bactéria torna-se susceptivel a infeccédo Gal¥e, ja quetcpA é

receptor deste fago (WALDOR; MEKALANOS, 1996; REIDKLOSE, 2002).

2.5.2 Patogenicidade

A patogenicidade d¥. cholerae O1 depende, principalmente, da presenca dos genes

CtxAB e tcpA. Os gene<txAB expressam as subunidades A e B da toxina caléd),



enquanto quécpA permite a aderéncia da bactéria e sua colonizagaparede intestinal
(HERRINGTON et al, 1988).
De acordo com Faruque et al (1998), a transformdeaepas nao-patogénicas em
patogénicas eventualmente acontece dentro do heispesk 0 mesmo ingerir cepas nao-
toxigénicas juntamente com fagos GIX VPl que se encontram livres no meio
ambiente. Assim, no intestino delgado, Qiikfecta as bactérias ao reconhecer seu
receptor TCP, e tem inicio o processo de colonagaltiplicacdo e producdo de CT

(figura 6).

O peso molecular de CT é de 84.000 daltons, e etamposta de 2 subunidades: A
(ativa) e B (de ligacdo). A subunidade A, de PM£R0. daltons, € formada por dois
peptideos: Ae A.. A; apresenta atividade toxica enquantopfomove a entrada de; Aas
células. A subunidade B, formada por cinco mondémeiénticos de PM =11.500 daltons
cada um, permite a ligacdo da molécula da toxima receptores gangliosidicos GM1
presentes nas células do epitélio intestinal. Aisislade A é envolvida pelos mondémeros da
subunidade B, como mostrado na figura 7 (FINKELSN,E2005).

Uma vez ligada as células intestinais, a molécidaGI sofre uma alteracao
conformacional para permitir a entrada da subumidadhestas células. Apds varios eventos
biogquimicos sucessivos, ha um aumento na concéotrde AMP ciclico intracelular que
impede a reabsorgdo de ions dé"Nmelas células intestinais e a excrecdo de bicatbate
Na™ e de K para a luz intestinal (figura 8). Assim, a agua flassivamente das células
epiteliais para a luz intestinal, causando a derngrofusa caracteristica da célera

(FINKELSTEIN, 2005).



2.6 Vibrio cholerae E O MEIO AMBIENTE

O ciclo de vida d&/. cholerae é constituido de uma fase dentro do hospedeiro homa
e de outra no ambiente aquatico (COLWELL, 1996axna pode ser observado na figura 6.
Em seu héabitat aquatico natural, a bactéria podengrar-se em cinco diferentes estagios:
uma forma independente ou livre, em simbiose cawplincton (LACEY, 1995), em
comensalismo com zooplancton (BARUA; GREENOUGH, 1)9@m seu estado viavel mas
nao-cultivavel (VNC) e como biofilme aderido a sdjmées quitinosas ou abidticas
(COLWELL, 19964a).

O ciclo biolégico ambiental d¥. cholerae esta diretamente relacionado a mudancas
sazonais tais como temperatura, salinidade, pldatede @e fonte de nutrientes encontradas
na agua (ROSZAK; COLWELL, 1987).

Rivera et al (2001) descreveram que a incidénai@wel dos fatores de viruléncia em
isolados ambientais dé. cholerae O1 depende da fonte ou do ecossistema (agua do mar,
frutos do mar, amostras clinicas, agua de esgotgudl a cepa foi isolada, e que a resposta a
mudancas nas condi¢Bes climaticas ocorrem pelaeg€s§w de genes que promovem 0O
crescimento em cada nicho. Entretanto, 0 mecanp&imoqual mudancas ambientais afetam a
expressao de fatores de viruléncia\émholerae O1 permanece pouco esclarecido.

Nos periodos inter-epidémicos, quando ha privagdonatrientes e condigbes de
estresse, que envolvem temperatura e salinidadeyuia, V. cholerae entra em seu estado
VNC, o qual representa um estagio semelhante aspt®o em outras bactérias (COLWELL,

19964a).



Estas células permanecem infecciosas e podem tpepis longos periodos em
ambientes aquaticos (COLWELL, 1996a). Assim, aivaefio destas células pode levar a
novos surtos de colera, o que € um problema pSedide Publica (FARUQUE et al, 1998).

Ha uma correlacédo entre o perfil epidémico da edketransicdes climaticas, e isto
pode ser explicado pelo fato de que “uma vez gué. cholerae reside numa reserva
ambiental estavel, mudancas na precipitacdo deasheima incidéncia da luz solar ocasionam
sua emergéncia periodica e transitéria como patbdamano” (COLWELL, 1996b).
Também h& uma relacdo direta entre surtos da das¢aca e a ocorréncia déltoms’
(grande propagacao) de algas, mas nao existemneiadéde que este evento seja causa de
epidemias (REIDL; KLOSE, 2002).

O monitoramento bacteriolégico de ecossistemasti@qeé um dos pontos basicos
instituidos para o rastreamento\deholerae O1. Essa atividade € muito importante em areas
indenes, principalmente naquelas consideradassdesripara a célera. O monitoramento
molecular de ecossistemas microbianos pode serateley ajuda para controle de doencas
veiculadas pela agua, sobretudo diante da posisitidi da presenca de microrganismos VNC

gue nao podem ser detectados pela cultura baddBaNSZTEIN et al, 2004).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico-epidemioldgico pode ser mzalp através da observacdo de
sintomas como numero de evacuacdes liquidas, fexes aspecto de “4gua de arroz”,
vOomitos, espasmos musculares, grau de desidramg@wque hipovolémico (VILCHIS-
GUIZAR et al, 1999). Entretanto, para confirmacaadthgnostico € necessario realizar testes
laboratoriais uma vez que, na maioria dos casosimiemas acima descritos ndo sdo tao

evidentes (GONCALVES; HOFER, 2005).



2.7.1 Cultura

A cultura bacteriana € o método considerado paduéo{para o diagnostico da célera.
Apoés o enriquecimento da amostra em agua peptadeadina (APA), é realizado o cultivo
em meio seletivo (agar tiossulfato citrato e sdiarbs - TCBS), que € incubado por 24 horas
a 37 °C (CDC, 1999).

Devido a capacidade de fermentar a sacarose peasemeio, as colbnias apresentam
coloracdo amarela, de aspecto liso, medindo eoiseedquatro milimetros de didmetro, com
centro opaco e periferia transparente (MS, 199®stdPiormente, sdo realizados testes
bioquimicos, tais como, oxidase, lisina descarlageile motilidade para confirmacdo do
diagnostico, dentre outros. A figura 9 mostra osspa para isolamento e identificacdovde
cholerae, e a tabela 2 mostra o resultado de algumas ploegaimicas par&. cholerae, em
meio de triagem (MS, 1992).

A diferenciacdo entre os biotipos Classico e El d®V. cholerae pode ser feita com
base em caracteristicas fenotipicas, como mogabheda 3 (GONCALVES; HOFER, 2005).
Apés o isolamento da bactéria, € realizada a sgimloprimeiramente, com antisoro
polivalente dos sorogrupos O1 e 0139, e entdo auimsoao monovalente tipo especifico
(Inaba ou Ogawa) para confirmacdo. Depois destgzaef realiza-se o antibiograma para
avaliacdo da suscetibilidade a drogas antimicra@sigiviS, 1992) e o teste de ELISA para
pesquisa da CT (CDC, 1994). No Brasil, o teste plmteccdo da CT sé € realizado pelo

laborat6rio de referéncia em célera, localizaddnstituto Oswaldo Cruz — RJ.



2.7.2 Testes imunoldgicos

Ha alguns anos séo utilizados sistemas rapidosdeseacao d¥. cholerae, baseados
na interacdo antigeno-anticorpo. Os primeiros nu&tddziam uso de anticorpos policlonais
que identificavam a bactéria diretamente do meiocdkura (RAHMAN et al, 1989),
entretanto tais anticorpos ndo eram especificos.

Com o desenvolvimento de anticorpos monoclonaigessltados tornaram-se mais
confiaveis. Atualmente ha técnicas que utilizaneesinticorpos adsorvidos sobre particulas
de latex ou marcados com ouro coloidal. Uma vezequeem em contato com cholerae
01, os anticorpos reagem com o bacilo, formandaomplexo antigeno-anticorpo. Utiliza-
se, entdo, um anticorpo policlonal, especifico paste complexo, fixado sobre uma
membrana de nitrocelulose, o que torna possivédualzacdo do resultado (COLWELL et
al, 1992; CARRILLO et al, 1994; HASAN et al, 19984)ais recentemente, foi desenvolvido
um sistema imunocromatogréficdifistick) para deteccdo dé cholerae O1 e 0139 (NATO

et al, 2003). Contudo, ainda existem poucos estddonstrando a validade deste método.

2.7.3 Métodos moleculares

Com o advento da biotecnologia, varias formas nubdees de diagndstico vém sendo
desenvolvidas que, além de sensiveis, sdo rapelasrem realizadas (BERTOLINI et al,

2003).



2.7.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Dentre os métodos moleculares, destaca-se a Reac&8adeia da Polimerase (PCR),
desenvolvida por Mullis & Faloona (1987). Nestaniéa, uma sequéncia-alvo do acido
nucléico é identificada e amplificada exponencialteeté que o acido nucléico alcance uma
concentracao suficiente para ser detectado.

A PCR consiste de trés etapas fundamentais quespomdem a um ciclo da reacéo:
desnaturacdo da fita dupla do DNA, anelamento ene#b dosrimers. Cada etapa é
realizada a uma temperatura diferente e, ao finaB@ a 50 ciclos térmicos, a quantidade
desejada do DNA-alvo € alcancada, tornando possieeldeteccdo (MULLIS; FALOONA,
1987). Por ser uma técnica altamente sensiveleedgum rigoroso controle de qualidade a
fim de ndo promover resultados falsos (ABATH et 2002). A presenca de genes de
viruléncia emV. cholerae O1 foi evidenciada por PCR, demonstrando que éstada é util
na pesquisa desta bactéria (GHOSH et al, 1997; (QREBBORTY et al, 2000;
DALSGAARD et al, 2001; LEAL et al, 2004).

ModificagBes na técnica de PCR para aperfeicodagndstico sao frequentes. Uma
destas alteracfes € a Multiplex-PCR, que consssteilizacdo de mais de um parmémers,

0 que possibilita detectar mais de um organismm@&sma reacdo ou mais de uma sequéncia-
alvo em um mesmo organismo (HENEGARIU et al, 19¥@rios estudos demonstraram,
com sucesso, a utilizacdo desta variacdo da tédeiCR para deteccdo decholerae O1

(KONG et al, 2002; RIVERA et al, 2003; PANICKERa&t 2004).



Outra variacdo bastante utilizada é a nested P@HRe axm segundo ciclo de
amplificacéo é realizado, utilizando como alvo oduto da primeira etapa de amplificacéo.
Para isso, sao utilizados, na primeira fase, und@primers externos ao seguimento de DNA
que se deseja amplificar, e um parpdeners internos na segunda amplificacéo, localizados
internamente a sequéncia previamente amplificaBalLet al, 1996).

Em estudo realizado por Mendes e Leal (2005), tatide deteccdo da técnica de
nested PCR, utilizando DNA purificado ®echolerae, foi de 100 fg, enquanto que na PCR
simples foi de 100 pg. Contudo, houve surgimento vdeias bandas inespecificas,
possivelmente, devido ao excessqdeners utilizados na nested PCR, o que representa uma
desvantagem do uso da técnica.

Uma outra desvantagem da nested PCR convencioga¢ @s tubos onde ocorre a
reacao precisam ser abertos ao final da primeig@ifeacao, o que possibilita contaminacéo
com DNA exogeno ou DNases, podendo levar a redeidss positivas ou falso-negativas,

respectivamente (ABATH et al, 2002).

2.7.3.2 Nested PCR em tubo Unico

Buscando minimizar os riscos de contaminacdo, emaggnecer resultados mais
confiaveis, varios estudos de padronizacdo de ch&IR realizadas em um mesmo tubo tém
sido desenvolvidos. Na grande maioria deles, atdacatividade dogrimers externos pelos
internos se da por mudanca na temperatura de asaiamos ciclos (YLITALO et al, 1995;
HERRMANN et al, 1996; MATHIS, et al, 1996; LLOP at 2000; GOOKIN et al, 2002).

Berg et al (2001) descreveram uma nested PCR nonmésbo, onde ogrimers

internos sao separados dos externos por uma cateadlao mineral e, ao final da primeira



etapa de amplificacdo, apds centrifugacdo,pomers internos, “entram” na mistura de
reacao.

Olmos et al (1999) patentearam uma técnica naauaistura de reacdo da segunda
etapa de amplificacdo é “compartimentalizada” dedé&r ponta de uma ponteira plastica que &
colocada dentro do tubo onde ocorre a reacgéao.

Neste contexto, Abath et al (2002) desenvolverama nested PCR em tubo Unico
(STNPCR), onde o par d#imers internos é fixado por evaporacdo na interfacernatela
tampa do tubo de amplificacdo. No interior do tulatém dosprimers externos, séo
adicionados 0s outros reagentes necessarios aordac®CR. AplOs a primeira etapa de
amplificacéo, o tubo é invertido varias vezes nicao dogprimers internos na mistura de
reacao e tem inicio a segunda rodada de amplificaca

A grande vantagem desta técnica, além de suaesitibiidade, € que uma vez que 0s
tubos ndo necessitam ser abertos apos a primea ele amplificacdo, o risco de
contaminagcdo é muito pequeno. Assim, produtos dadificacao indesejados que poderiam
levar a um resultado falso-positivo, podem seragias (KWOK; HIGUCHI, 1989; ABATH
et al, 2002).

No entanto, uma vez que o material inicial que @onb DNA ndo é diluido, os
impedientes que, porventura, estiverem presenteésagao podem interferir na atividade da
enzimaTaq polimerase. Nesse caso, a sensibilidade da téfioecam pouco menor quando
comparada com a nested PCR convencional (MENDEAL| E005).

Quando realizada com DNA d¥. cholerae O1, esta técnica apresentou alta
sensibilidade, detectando até 1 pg do DNA do bd8MIBENDES; LEAL, 2005). Na figura 9
esta mostrado em qual etapa da identificac@d. dbolerae, a STNPCR pode ser utilizada a
fim de agilizar os resultados dos testes. A pd&ddnie de realizar a técnica sem prévia

extracdo de DNA, aumenta ainda mais a rapidezatmdstico.
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Fonte: WHO, 2005.
Figura 1.NUumero de casos e de paises que notificaram qiderano, de 1995 a 2004.




1801 1og2 1853 1004 1805 1606 10a7 168G 1608 2000 2001 2003
B Casos 2103 | 37572 | 80340 | 51224 | 4054 1.017 3044 2745 4.750 733 7 o
|l Obitas 32 4E2 870 542 25 28 54 ki g3 20 1] 0
Fonte: SVS.

Figura 2: Série histérica de casos e 6bitos por célerasiBiE091-2003.



Fonte: http://www.cat.cc.md.us/courses/bio141/latumadabl/diibrio.html
Figura 3. Microscopia eletrdnica do bacilo em forma de wiagdeV. cholerae.



LB

Fonte: University of Wisconsin — Intet
Figura 4 Vibrio cholerae com seu flagelo polar caracteristico.
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Figura 5. Estrutura genética dé cholerae. A: cromossomo |. B: cromossomo |l.
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Figura 6. Aquisicdo powV. cholerae do gene cluster TCP no ambiente aquatico e infedgdmctéria pelo fago
CTX@no meio intestinal.



Vista de lado Vista de cima Vista do centro

Fonte: http://www.ualberta.ca/~mmi/faculty/gatnong/405b.html
Figura 7. Estrutura em anel da molécula da toxina coléEra.azul a subunidade A e, em vermelho, os
mondémeros da subunidade B.
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Figura 8Mecanismo de acéo da toxina colérica no epitétiestinal.
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Tabela 1 Casos e 6bitos por célera notificados a WHO e@%20

Continente Casos Casos importados Obitos
Africa 95.560 0 2.331
Américas 36 8 0
Asia 5.764 69 14
Europa 21 21 0
Oceania 2 2 0
Total 101.383 100 2.345




Tabela 2.Resultados de varios testes bioquimicos Wacholerae.

Provas Bioquimicas Resultado
Lactose -
Glicose (sem gas) +
Indol +/-
Lisina descarboxilase +
Urease -

L-triptofano desaminase -

Sacarose +
H.S -
Citocromo-oxidase* +

* A producao de citocromo-oxidase distingéiecholerae das enterobactérias.



Tabela 3Caracteristicas fenotipicas dos biotipos classiEbTor deV. cholerae O1.

Biotipo

Prova Classico El Tor
B-hemdélise em agar sangue de carneiro - +
Reacao de Voges-Proskauer - +
Aglutinacéo de eritrécitos de galinha - +
Sensibilidade a polimixina B (50U) S R
Lise pelo fago IV S R
Lise pelo fago V R S

R: Resistente; S: Sensivel.



3 JUSTIFICATIVA

E de grande importancia a utilizacdo de um métode detecte, com alta
sensibilidade, além de bactérias no estado VNG scdpV. cholerae O1 toxigénicas ou nao,
identificando o microrganismo diretamente da calturdo sendo necessaria a extracao de
DNA genémico da bactéria.

A cultura bacteriana, método considerado padréao-ara diagnostico da codlera,
requer um numero relativamente grande de bactpresentes na amostra, além de nao ser
capaz de isolar cepas ¥e cholerae O1 no seu estado VNC. A STNPCR, um método de
diagndstico molecular altamente sensivel, pode ctigtebactérias em ambos 0s casos.
Contudo, ndo permite detectar cepas nao-toxigéniesis bactéria, quando utiliza apenas os
genes de viruléncia como alvo. A introducdo de witroopar deprimers a esta reacao,
especifico para o sorogrupo O1 8 cholerae, possibilita a identificacdo do vibrido
independentemente de sua toxigenicidade.

Além disso, como o resultado do diagnéstico atrale@sested PCR em tubo Unico
que utiliza dois genes alvos (MSTNPCR) ocorre magédamente que o método tradicional,
o tratamento pode ser iniciado mais precocemerdaeajuda na diminuicdo da mortalidade,
e medidas sanitarias adequadas podem ser maisamagite acionadas a fim de evitar a
disseminacéo da doenca.

Uma vez que a MSTNPCR ¢é capaz de detectar ceparsgmitnente toxigénicas, pode
portanto, ser usada pelo programa de monitoramentmental que pesquisa a presenca do
vibrido colérico em agua de mananciais de regifidéraicas, acionando medidas de controle
que reduzam o risco de recrudescimento da epidamies mesmo da emergéncia de casos da

doenca.



4 PERGUNTA CONDUTORA

A técnica de MSTNPCR ¢é capaz de detectaholerae O1 diretamente do meio de cultura?



5 HIPOTESE

A técnica de MSTNPCR é capaz de detedtarcholerae O1 com alta sensibilidade,

diretamente do meio de cultura.



6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a técnica de nested PCR em tubo Unicozatiilo dois genes alvos

(MSTNPCR) na deteccéo techolerae O1 diretamente do meio de cultura.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Padronizar a adicdo dgsimers direcionados ao gendbN a reacdo de nested PCR

em tubo Unico, considerando os parametros tempardéuanelamento e concentracéo

dosprimers.

* Determinar o limiar de deteccéo Wecholerae O1 da MSTNPCR, a partir do DNA

bacteriano e diretamente do meio de cultura.

» Avaliar a especificidade paka cholerae O1 da MSTNPCR, frente a outras bactérias

enteropatogénicas.

* Montarkit diagnostico e avaliar a sua estabilidade quaneado a -20°C.

» Confirmar a identidade dos fragmentos obtidos M3 NPCR.



7 MATERIAL E METODOS

7.1 BACTERIAS E EXTRACAO DE DNA

A cepa de referéncia dé cholerae O1 569B Classico/lnaba, cedida pelo Laboratério
de Referéncia em colera do Instituto Oswaldo Crigd,-foi utilizada como padréo em todas
as etapas do trabalho. Para avaliar a especifieidadécnica, foram utilizados os seguintes
microrganismos da bacterioteca do Departamento ideoMologia do CPqAM:Aeromonas
sp., Escherichia coli, Enterobacter sp., Kleibsiella sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp.,
Shigella sp., V. alginolyticus, V. mimicus e V. parahaemolyticus. Para extracdo do DNA
gendmico das bactérias, foi seguido o protocolocries por Ausubel et al (1987), e

modificado por Leal et al (2004).

7.2PRIMERS

Foram utilizados um par derimers descrito por Keasler e Hall (1993),
correspondente ao par interno, e um outro parimabtuo primer sense descrito por Li et al
(2002) e ummonsense desenhado com a ajuda do programa DNAstar a parseqiéncia do
genectxA do Gene Bank, (n° de acesso: AF452584). Esté@madtcorrespondem ao par
externo. Estes dois paresptémers tém como alvo o gerxA.

Foram utilizados tambénprimers especificos para o germd#bN, que codifica o
antigeno “O” deV. cholerae O1 (ISLAM, et al, 2004). As seqléncias nucleotislickps
primers utilizados, bem como o tamanho do fragmento amatib estdo mostrados na tabela

4, e a localizacdo deles no genoma/deholerae estd mostrada na figura 10.



7.3 PADRONIZACAO DA MSTNPCR

O trabalho realizado por Mendes e Leal (2005) @esca padronizacdo da técnica de
STNPCR utilizando apenas o gesteA como alvo para deteccdo de DNAMecholerae O1.

O objetivo principal do presente estudo foi adialoraos componentes da reacdo ja
padronizada, um outro par geimers, direcionados ao gerrébN, possibilitando a deteccdo
de cepas nédo-toxigénicas.

Inicialmente, foram realizadas reacdes com difeetémperaturas de anelamento
(TM) dos primers e concentracdes, através de PCR simples paracaerd TM oOtima. Os
ensaios foram realizados com TM de 50 °C, 52 °C(5d 55 °C. A TM ¢6tima foi de 54 °C,
assim, as etapas seguintes foram realizadas carteegperatura.

A mistura de reacdo da PCR simples continha Tris-HtnM, KCI 50mM, MgC}
1,5mM, dNTP’s 200M, 20 pmol de cadarimer, 1U deTag DNA polimerase (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden) e 20 ng de DNX.d#olerae O1, para um volume total de
25uL.

O segundo passo foi avaliar a melhor forma de @awaizciosprimers rfoN a reacdo em
tubo dnico na qual as concentracOes piliBmers ctxA internos e externos ja estavam
estabelecidas: 40 pmol dos internos fixados na @adgptubo, e 2 pmol dos externos na
mistura de reacdo. Assim, foi realizada STNPCRrée formas distintas para adicdo dos
primers rfbN: a primeira com 20 pmol dgsimers fixados na face interna da tampa do tubo;
a segunda com 20 pmol na face interna da tampgoen@Dna mistura de reacéo, totalizando
40 pmol; e a terceira variagdo com 20 pmol na mastle reacéo (figura 11). Os tubos abertos
permaneceram por, aproximadamente, 40 minutos epelacade fluxo laminar para

evaporacao e fixagdo dpamers colocados na face interna da tampa.



A mistura de reacado consistiu de Tris-HCI 10mM, KBGMM, MgCh 1,5mM, dNTP’s
20uM, 2U deTaq DNA polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala,dewg 2 pmol de
primers ctxA externos e 20 ng de DNA dk cholerae O1, para um volume total de pD.

Uma vez estabelecida a forma de adicao plosers rfoN a reacéo, foi realizada
MSTNPCR utilizando diferentes propor¢cdespdemers ctxA e rfobN, como esta mostrado na

tabela 5.

7.4 PROGRAMAS DE AMPLIFICACAO

7.4.1 PCR simples

O DNA foi amplificado durante 30 ciclos de 1 minué 94°C, 1 minuto na
temperatura de anelamento e 1 minuto a 72 °C. Apsas ciclos, os tubos permaneceram a
72°C por 7 minutos para a extensao final. Paraaareito dosprimers, foram testadas

diferentes TM, como descrito no item 7.3.

7.4.2 MSTNPCR

O programa de amplificagdo compreendeu duas etapds, na primeira, foram 15
ciclos de: 1 minuto a 90 °C, 1 minuto a 54 °C eiduto a 72 °C, seguidos de 7 minutos a
72°C para extensao final. Depois de, aproximadamdniminuto a 90 °C, os tubos foram
invertidos varias vezes para eluicdo gasers anteriomente fixados na tampa do tubo.

Apés breve centrifugacdo, os tubos foram colocadeamente no termociclador para
0 segundo ciclo de amplificagcdo, que consistiu Bleidlos de 1 minuto a 90 °C, 1 minuto a

54 °C e 1 minuto a 72 °C, seguidos de 7 minutds°&Cpara extensao final.



Tanto na PCR simples quanto na MSTNPCR, a mistereedcao foi recoberta com
O0leo mineral para evitar a evaporacdo da amosta @&mplificacdo ocorreu em um
termociclador Biometra TRIO-Thermoblock. Os produtta amplificacdo foram aplicados
em gel de agarose 1%, submetidos a eletrofores@Oav ldurante 1 hora, corados com
brometo de etidio e visualizados através do progriedak 1D Image Analysis Software

(Eastman Kodak Co., New Haven, CT, USA).

7.5 LIMIAR DE DETECCAO DEV. cholerae O1 PELA MSTNPCR

7.5.1 Utilizando DNA purificado

Para avaliar a quantidade minima de DNA \Mdecholerae O1 amplificada na
MSTNPCR, foi realizada uma diluicdo seriada 1:10 DINA bacteriano. Partindo da
concentracdo de 5 nd/, o DNA foi diluido até 0,5 fgiL e foram utilizados 2L de cada
diluicdo na reacéo de MSTNPCR.

No tubo contendo oprimers ctxA internos fixados na tampa, foram colocados do
pmol dosprimers ctxA externos e 20 pmol dgsimers rfbN, bem como os demais reagentes
necessarios a reacao, Tris-HCI 10mM, KCI 50mM, MdCbmM, dNTP’s 200M, 2U de
Tag DNA polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala,dewg além de|Z da solucéo de

DNA-alvo nas concentra¢des anteriormente citadas, ppm volume final de Hl.

7.5.2 Diretamente da cultura em meio de enriquatione

A cepa deV. cholerae O1 classico 569B foi reativada em APA pH 8,6, setaeam

meio seletivo para microrganismos do génditwio (TCBS) e incubada a 37 °C durante 24



horas. Apds este periodo, uma col6nia foi retirddaplaca, colocada em APA pH 8.6 e
incubada a 37 °C durante 24 horas. A cultura em ARAliluida (1:10), de 10 até £pe
10uL de cada diluicdo foram semeados em meio TCBS&, pasterior contagem de colbnias.

Ao mesmo tempo, uma aliquota de cada uma destagddis foi levada ao banho-
maria a 100 °C, onde permaneceu durante 10 mipatasruptura de membranas e exposi¢cao
do material genético. As amostras foram colocadagdiatamente, em gelo e foram
utilizados 1QIL de cada uma delas como DNA-alvo na reacdo de PCR.

A mistura de reacado consistiu de Tris-HCI 10mM, KGMM, MgCh 1,5mM, dNTP’s
200uM, 20 pmol dosprimers rfbN, 2 pmol dosprimers ctxA externos, 2U ddaq DNA
polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala, SweelefuL. do DNA-alvo das diluicbes
anteriormente citadas, para um volume final dgL50m microtubos onde tinham sido

previamente fixados na face interna da tampa 40 gosprimers internos.

7.6 ESPECIFICIDADE DA MSTNPCR

Para avaliar a especificidade da MSTNPCR paraholerae O1, foram utilizados
20ng do DNA purificado de alguns microrganismomgatdgenos, além de outras espécies
do génerovibrio. A técnica foi realizada com TM de 54 °C, comeaestante do trabalho, e
com TM de 60 °C quando foi necessaria uma maidngéncia na reacao.

A mistura de reacao consistiu de Tris-HCI 10mM, KBGMM, MgCh 1,5mM, dNTP’s
200u, 20 pmol dogrimers rfbN, 2 pmol dogrimers externos, 2U d&ag DNA polimerase
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) e 20 nQNiy gendmico do microrganismo,
para um volume final de . Uma das amostras consistiu de uma mistura do B&lfodos
0Ss microrganismos citados, juntamente com DNAVdeholerae O1, com a finalidade de

avaliar se a técnica detectaria o DNA do vibridomstura.



7.7 MONTAGEM DEKIT DIAGNOSTICO

Foi montado unkit contendo tubos comrimers ctxA internos fixados na tampa e um
tubo a parte contendo a mistura de reacao com @nN§ChL, dNTP’s, primers ctxA
externos e rfbN, nas concentracdes anteriormetaidas. Optou-se por ndo acrescenfda
DNA polimerase por receio de que a enzima perdesaeatividade polimerasica. Kt foi
armazenado a -20 °C e, uma vez por més, duranteoqguoeeses, foi avaliada a sua

estabilidade.

7.8 REPRODUTIBILIDADE

Todas as etapas do trabalho foram realizadas pindtas para
avaliar a reprodutibilidade da técnica.

7.9 SEQUENCIAMENTO

A identidade dos produtos da MSTNPCR foi confiranad
por sequienciamento utilizanddio Purelink™ PCR Purification Kit
(Invitrogen) para purificacdo dos fragmentosket@ig Dye
Terminator v.3.1, Applied Biosystems para misturva d
sequenciamento. A reacao ocorreu em sequenciattonatico
(Genetic Analyser ABI Prism 3100, Applied Biosysgnt-oram
utilizados ogprimers para os genasxA (internos) afbN, tanto no
sentidoforward comoreverse em tubos individuais. Apés
segulienciamento, os segmentos génicos de 302xgH € 198 pb
(rfoN) foram alinhados pelo programa BLAST para veaifia sua
identidade.

Regidocore do profago CTX
cep orfU ace zot CctxA ctxB

Cedida por Francisco Cariri.
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Figura 10. Esquema representativo das regifes do profagap@Tdo conjunto de genefb. A: Regidocore do
profago CTXp e localizacdo dogrimers ctxA internos e externoB: Conjunto de gena$bE-rfbW e

localizagdo dogprimers rfbN.
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Figura 11. Esquema representativo das formas de adi¢aprioars rfobN a STNPCR utilizando um gene alvo.
A: 20 pmol na tampa do tubo; B: 20 pmol na tam@8 @mol na mistura de reacédo e C: 20 pmol na
mistura de reacao.



Tabela 4 Seqiiéncias nucleotidicas qmwamers utilizados e tamanho dos fragmentos amplificados.

Primers Sequéncia nucleotidica Tamanho Fonte
(pb)
F5 GTT TCACTG AAC AGATGG G 3’ Islam et al,
rfbN 198 2004.
R 5 GGT CAT CTG TAAGTA CAAC 3’
CtXA F5 ACA GAG TGA GTACTT TGA CC 3’ Keasler:
internos 301 Hall, 1993.
R5 CTT TTAACT TTA GAT TGG TAT TC 3’
F5 CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG 3’ Li et al,
CtxA 600 2002
externos
R 5 TCT ATC TCT GTA GCC CCT ATT ACG 3’ Mendes;

Leal, 2005.




Tabela 5 Proporcdes entigrimers ctxA externos, ctxA internos e rfbN utilizadastrabalho.
Em destaque, a proporcdo que apresentou melhradrgjbilidade.

CtxA interno CtxA externo rfoN (pmol)
(pmol) (pmol)
20 2 20
40 2 20
20 2 10




8 RESULTADOS

8.1 PADRONIZACAO DA MSTNPCR

Quando foi realizada PCR simples para avaliacaddMatima, foi observado que a
50 °C, com ogrimers rfbN ndo houve amplificacdo do fragmento desejadguanto que 0s
primers ctxA funcionaram nesta temperatura (figura 12A9r Butro lado, com 55 °C de
temperatura anelamento, ocorreu o inverso: houysificacdo do segmento rfbN, enquanto
0 segmento ctxA nao foi amplificado (figura 12B)tilidando TM de 52 °C e 54 °C os
fragmentos dos genetbN e ctxA foram amplificados (dados ndo mostrados). Conttetalo
em vista que quanto mais alta a TM dwsmers, maior € a especificidade destes pelo
fragmento alvo, todos os passos restantes debtdhtoeforam realizados com TM de 54 °C.

A adicao dogrimers rfbN foi realizada de trés maneiras (figura 18ados na tampa
do tubo, juntamente com @simers ctxA internos (linha 1); tanto fixados na tampaaito
dentro do tubo de reacdo ao mesmo tempo (linhaaPepas dentro do tubo de reacéo, junto
com osprimers ctxA externos (linha 5).

Uma vez que a reacdo s6 mostrou-se satisfatorialtimoo caso, ou seja, com 0s
primers rfobN adicionados somente dentro do tubo (figura lirha 5), todos os passos
seguintes foram realizados desta forma.

Quando a MSTNPCR foi realizada com diferentes pigims deprimers ctxA
internos, ctxA externos e rfbN (figura 14), a requtbilidade e a sensibilidade da técnica
foram maiores quando se utilizou 40 pmoldieners ctxA internos, 2 pmol dogrimers ctxA
externos e 20 pmol derimers rfbN e desta forma, o restante do trabalho foizado com

estas concentracoes.

8.2 LIMIAR DE DETECCAO DEV. cholerae O1 DA MSTNPCR



8.2.1 Com DNA purificado

A adicado de outro par deimers a reacado nao alterou o limiar da técnica quezatili
apenas um gene alvo (MENDES; LEAL, 2005), sendaazage demonstrar amplificacdo

visivel até 1 pg de DNA da bactéria (figura 15).

8.2.2 Diretamente da cultura em meio de enriquatdione

O limiar de deteccdo da MSTNPCR foi de trés UFGnglo a técnica foi realizada
diretamente da cultura em APA (figura 16, linha Bpuve amplificagdo visivel mesmo
quando néo foi verificado crescimento de UFC noonale cultura em placa de Petri (figura
16, linha 9). A tabela 6 mostra a quantidade de PfSente em cada diluicdo e a localizagcao
do produto amplificado a partir destas diluicoesdigiara 16.

Ainda na figura 16, pode ser observado que, a ragglié a concentracdo de bactérias
presentes na amostra diminuiu, foi surgindo umal®danenor que 100 bp, que foi ficando
cada vez mais forte. Além disso, quando havia DINA-@m excesso na reacdo, algumas

bandas inespecificas também surgiram (linhas2e3).

8.3 ESPECIFICIDADE DA MSTNPCR

A MSTNPCR foi especifica pai. cholerae O1, demonstrando amplificacdo apenas
com este microrganismo, mesmo quando seu DNA fsiurddo ao DNA de outras bactérias
(figura 17). Na figura 17, a linha 12 correspondeantrole positivo da reacéo (DNA da cepa
de V. cholerae O1 569B) e a amostra da linha 11 continha DNA a#o$ 0s outros

microrganismos misturados ao echolerae O1. Houve surgimento de bandas inespecificas



(linhas 2, 3, 4, 7 e 9) que diminuiram significativente quando a TM foi aumentada para 60

°C (dados nao mostrados).

8.4 ESTABILIDADE DEKIT DIAGNOSTICO

O kit congelado continuou estavel durante os quatro sniestados e o limiar de

deteccao de 1 pg permaneceu 0 mesmo.

8.5 REPRODUTIBILIDADE

As triplicatas de todas as reacdes do trabalhorarast os mesmos resultados.

8.6 SEQUENCIAMENTO

Os segmentos génicos de 302 bp e 198 bp previaraemificados pela MSTNPCR

foram submetidos a sequienciamento e alinhamento ppegrama BLAST. As sequUéncias

apresentaram identidade com as regides do genoMactelerae correspondente aos genes

ctxA e rfbN, com 99% e 97% de similaridade, respectivamdigeras 18 e 19).
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Figura 12. Reacéo de PCR simples com temperatura de anelahe® °C (A) e 55 °C (BA: Linhas: 1: CP
rfoN; 2: CN rfbN; 3: CP ctxA interno; 4. CN ctxA ternos; 5: CP ctxA externos; 6: CN ctxA
externosB: Linhas: M: marcador de peso molecular (100 bpCN:rfbN; 2: CP rfbN; 3: CN ctxA

interno; 4: CP ctxA internos; 5: CN ctxA extern6sCP ctxA externos.
CP: controle positivo; CN: controle negativo.
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Figura 13. Adicdo dosprimers rfbN a STNPCR. Linhas: M: marcador de peso mokec{l00 bp); 1: 20 pmol
de rfbN na tampa do tubo; 3: 20 pmol de rfbN nap@m 20 pmol na mistura de reacao; 5: 20 pmol
de rfbN na mistura de reacao; 2, 4 e 6: controdgmiivos.
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Figura 14. Proporcao entr@rimers ctxA internos (CtxAi); ctxA externos (ctxAe) e Nb(pmol): A: 40:2:20
(ctxAi:ctxAe:rfbN, respectivamente); B: 20:2:20 Xat:.ctxAe:rfbN, respectivamente) e C: 20:2:10
(ctxAi:ctxAe:rfbN, respectivamente). Linhas: M: mador de peso molecular (100 bp); 1: 20ng; 2:
100pg; 3: 10pg; 4: 1pg e 5: CN.

CN: controle negativo.
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Figura 15. Limiar de deteccdo de DNA dé cholerae, através da MSTNPCR. Linhas: M: marcador de peso
molecular (100 bp); 1: 10 ng; 2: 1 ng; 3: 100 pgl@ pg; 5: 1 pg; 6: 100 fg; 7: 10 fg; 8: 1 fg eCNl
(controle negativo).
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Figura 16. Limiar de deteccdo da MSTNPCR, quando a técrmicaehlizada diretamente da cultura em APA.
Linhas: M: marcador de peso molecular (100 bpR; 2: 10; 3: 18; 4: 10% 5: 10 6: 10% 7: 10°;
8:10% 9: 107; 10: 10% 11: CN.

CP: controle positivo; CN: controle negativo.
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Figura 17. Especificidade da MSTNPCR. Linhas: M: marcador dsopmolecular (100 bp); Keromonas sp.;
2: E. coli; 3: Enterobacter sp.; 4:Kleibsiella sp.; 5:Pseudomonas sp.; 6:Salmonella sp.; 7:Shigella
sp.; 8:V. alginolyticus; 9: V. mimicus; 10: V. parahaemolyticus; 11: DNA de todas as bactérias,
inclusive deV. cholerae O1; 12: CP e 13: CN.
CP: controle positivo; CN: controle negativo.
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i | 9655952 | gh| AEQO42E29 .1 Vibrio cholerae ©1 biovar eltor stre... 476 Z2e—-131
gi]24437189 | gh| AFS5420858.2| WVibrio phage CTX Rstldd (rstli) gen... 476 Ze-131
gi| 24438360 gh| AFS5420858.2| WVibrio phage CTX BstlZ (rstlZ) gen... 476 2e—-131
gi| 24440227 | gh| AF414369.2| WVibrio phage CTX RstldZ (rstlZ) gen... 476 Ze-131
gi| 215898565 | gh| AY1I01151.1] Vibrio cholerae strain J39503 prop... 476 Ze—-131

gi| 21668019 | gb| AFS16349.1] Vibrio phage CTX Zot ([(zot)] gene,
gi|21668015|gb| AFS516345.1 Vibrio phage CTX Zot (=zot) gene,
gi|216658011 | gb| AFS5165347.1| Wibrioc phage CTX Zot [(=zot) gene,
gi|2166800z | gh| AFS516545.1] Wibrio phage CTX Zot (zot) gene, 478 Ze-131
gi|21667995 | gh| AFS16544.1]| Wibrio phage CTX Zot (zot) gene, 476 Z2e—-131
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gi|21667990| gh| AF516342.1| Vibrio phage CTX Zot (zot) gene, 476 2e-131
gi|21637276|gb| AF510995.1| Vibrio phage CTX Zot (zZot) gene, 476 2e-131
gi|21637272 | gh| AF510997.1| Vibrio phage CTX Zot (zZot) gene, 475 2e-131
gi|21637266|gb| AF510996.1| Vibrio phage ©TX Zot (zot) gene, 476 2e-131

gi|21637264 | ghb| AF510985.1| Vibrio phage CTX Zot (zot)] gene, . 476 Ze-131
gi|21637260|gb| AFS10994 .1 Vibrio phage CTX Zot (zZot)] gene, p... 476 Z2e—-131
gi| 20502728 | gh| AFI90572 .1 Vibrio cholerae serogroup 027 chol... 476 ae—131

Figura 18. Alinhamento pelo programa BLAST da sequiéncia epoadente ao fragmento ctxA.
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gi[115952121 | ref | M 001190625.1] PREDICTED: Strongylocentrotu... 40.1 2.7

Figura 19. Alinhamento pelo programa BLAST da seqiiéncia epoadente ao fragmento rfbN.



Tabela 6 Quantidade das unidades formadoras de coloneseptes em cada diluicdo e sua localizacdo na

figura 16.
Linha DILUI(;AO DA CULTURA UFC
PURA
1 DNA CP
2 10 Incontaveis
3 10t Incontaveis
4 102 Incontaveis
5 10° Incontaveis
6 10* ~300
7 10° ~ 180
8 10° 3
9 10”7 N&o houve formagao de colonias
10 108 N&o houve formagao de colonias
1 CN

CP: controle positivo; CN: co¢raegativo.



9 DISCUSSAO

A cllera ainda acomete um grande numero de indigiém todo o mundo, sendo que um
total de 131.943 casos foi notificado a WHO em 20@8uindo 2.272 mortes (WHO,
2006b). Muitas tentativas tém sido introduzidas copmopdsito de controlar a doenca,
incluindo a utilizagéo de vacinas, sejam elas prmis com microrganismos vivos,

atenuados ou mesmo recombinantes (HILL et al, 2006)

Contudo, as vacinas disponiveis ndo promovem inagieiciuradoura (em média 10
semanas) e, muitas vezes, ndo sao eficazes engazianindividuos que vivem em regides
nao-endémicas, justamente os mais susceptiveisrdamd graves da colera (HILL et al,
2006).

Desta forma, a utilizagédo de vacinas ainda ndo pedeista como uma boa estratégia para
a erradicacdo da doenca. Além disso, tendo emista cOlera estéa relacionada a
condicdes precéarias de saneamento basico, sdsésaesnudancas estruturais ndo
apenas no ambito da saude, mas principalmentejvainsocial, o que dificulta ainda mais

o controle do nimero de casos.

Assim sendo, o Sistema de Saude de regibes endéadotou 0 monitoramento e a
investigacdo epidemiolégica como ferramentas ppaisi para o controle da incidéncia e
disseminacgédo da célera (MS, 1992).

“A Monitorizagdo das Doencas Diarréicas Agudas - DD atualmente implantada
em 4.227 municipios do pais, representa a maisrtamie estratégia para a detecc¢ao precoce
de casos de cdélera. A manutencdo deste sistemagitheneia epidemioldgica integrado e o
fortalecimento do sistema de vigilancia de contrdée qualidade da agua para consumo
humano sao as principais a¢cdes que garantirdo gokera se mantenha sob controle no pais”

(SVS, 2006).



O monitoramento consiste em avaliar a frequénciacefgas deV.cholerae com
potencial epidémico através de pesquisa diretalaf@e em ambientes aquaticos de regides
endémicas para colera. Além de auxiliar na comgéeeda dinamica da epidemia, a pesquisa
ambiental possibilita controlar a disseminacéao afesepas, mesmo antes da ocorréncia de
casos da infeccao.

Entretanto, a identificacdo de cepas potencialmgpitiémicas € limitada pela falta de
técnicas capazes de detectar tanto um numero peglieecepas (FARUQUE et al, 2005),
quanto bactérias no estado VNC presentes nas asagraguas ambientais, tornando dificil

a eliminacao total de casos.

Técnicas que agilizem o resultado do diagnostioadsa
fundamental importancia ja que o método de diagrwatadicional,
embora de baixo custo, além destas limitagdes &gqagquer um
periodo de, no minimo, 48 horas, para disponililizeesultado do
teste. A agilidade dos resultados é primordial uemque,
diagnosticado um caso da doenca, o tratamentosgg\aministrado
imediatamente, a fim de diminuir a mortalidade pedir a
transmissao da colera. Diversos trabalhos basesxd&cnicas
moleculares para o diagnostico da colera, principate atraves de
PCR, demonstram as vantagens destes métodos edoralaultura
bacteriana (KEASLER; HALL, 1993; SHANGKUAN et al995;
BINSZTEIN et al, 2004).

A STNPCR que utiliza como alvo apenas o gemd, além de ser bastante sensivel,
possibilitando a detec¢cdo de até 1 pg de DNA.deholerae O1, fornece o resultado do teste
dentro de poucas horas (MENDES; LEAL, 2005). Poréla, ndo detecta cepas e
cholerae O1 nado-toxigénicas e, desta forma, ndo é muitandtinonitoramento ambiental, ja
gue a maioria das cepas presentes no ambientedndoxgyénicas (RIVERA et al, 2001).
Tais cepas, entretanto, podem ser convertidas xigétocas por aquisicdo dos bacteriéfagos
CTXe e VP, codificadores de viruléncia, que estejam presente sua forma livre no

mesmo ambiente (JENSEN et al, 2006).



A introducao deprimers que tém como alvo a regiao relacionada
ao antigeno “O” do LPS dé cholerae do sorogrupo O1 possibilita a
identificac&o de cepas independentemente da sigeetosidade, bem

como de bactérias no estado VNC, com alta sertabid.
Inicialmente, foram otimizadas a temperatura ddaamento (TM) e a concentracao

dosprimers utilizados, através de PCR simples. A TM é umpuBrémetros mais importantes
em um trabalho de padronizacdo de PCR. Henegaal (@997) afirmaram que, enquanto
alvos individuais (PCR simples) podem ser amplifasaa 56 °C - 60 °C, quando se utiliza
multiplex PCR, a diminui¢do da temperatura em 4 8CC é necesséria.

Diferentemente do que foi observado no inicio ébdtho, quando a TM 6étima da
MSTNPCR foi estabelecida em 54 °C, ao término dodes quando se realizou o teste de
especificidade, a reacéo funcionou conforme esperath TM de 60 °C. Talvez a qualidade
do DNA utilizado foi melhorada, favorecendo esteaaio.

Na padronizagédo da STNPCR utilizando apenas um @eoaealizada por Mendes e
Leal (2005), a proporcédo ideal entre gsmers ctxA internos e externos foi de 10:2 pmol
guando o teste foi realizado com DNAMecholerae O1.

Entretanto, quando foi realizado diretamente daurlem APA, surgiu uma banda
inespecifica nas amostras cuja concentracdo lbmtdesra maior (dados ndo mostrados).
Através de andlise da localizacdo qwémers no genoma dé/. cholerae pelo programa
DNAstar, é possivel sugerir que isto acontece @egicamplificacdo gerada pelpsimers
CtxA internosfoward e externoseverse.

O ideal é que o par dgrimers externos utilizados na STNPCR seja esgotado na
primeira fase de amplificacdo, impedindo que edsaim a atividade dogrimers internos.
No entanto, foi observado que a diminuicéo plosers ctxA externos acarretou em perda de
sensibilidade do teste. Assim, optou-se por aumantancentracao g&imers ctxA internos,

a fim de diminuir a competicdo destes conpagers ctxA externos, 0 que estaria levando a

formacg&o da banda inespecifica.



Desta forma, foi realizado um teste com difererpesporcdes deprimers para
verificar qual proporcdo levaria a um melhor remidt em termos de sensibilidade e
reprodutibilidade, tendo sido adotada a propor@d@?2 pmol entrerimers ctxA internos e
externos.

Para introducdo de um segundo alvo na STNPCR ghadstida, foi considerada que
a melhor forma de adicdo dpamers rfbN a reacdo seria colocando 20 pmol na mistera d
reacao, juntamente com 2 pmol dasmers ctxA externos. Utilizando 20 pmol de cada
primer rfoN na tampa, mais 20 pmol dentro do tubo (te#aldo 40 pmol), houve
amplificacdo apenas do fragmento correspondenggida do genefbN. O mesmo ocorreu
quando 20 pmol dogrimers rfbN foram fixados na tampa do tubo, juntamenten cas

primers CtxA internos.

Tendo em vista que a proporgao emimeners ctxA internos,
CtxA externos e rfbN que apresentou resultados cmaisistentes, do
ponto de vista de reprodutibilidade, foi de 40:202bl, esta

proporc¢ao foi adotada no restante do trabalho.
Embora a amplificacdo do fragmento do gen@ tenha sido obtida por uma nested

PCR, e portanto, deveria ser mais sensivel, asittede da banda referente a este gene foi
menor do que a do gen®dN (PCR simples).

Henegariu et al (1997) descreveram que quando deism alvo é amplificado
simultaneamente (multiplex PCR), o alvo mais efidenente amplificado apresenta
influéncia negativa na amplificacdo do alvo mendisiente, devido a competicdo dos
produtos pela enzima e pelos nucleotideos. Destaafcé possivel que neste casoprgers
rfoN concorram com ogprimers ctxA pelos componentes da reacédo, levando vantagem
competicao.

Isto também pode ser explicado devido ao alto ndrderciclos a que ggimers rfoN

sao expostos ha MSTNPCR. Enquantgioeers ctxA externos sao submetidos a 15 ciclos



de amplificacdo e os internos, a 45 ciclos, posrers rfoN passam por 60 ciclos de
amplificacéo, o que justificaria sua maior eficacia

Em relacéo ao limiar de deteccédo, quando realizada DNA deV. cholerae O1, a
MSTNPCR demonstrou a mesma sensibilidade que &#atilizando apenas um gene alvo
(1 pg), como observado por Mendes e Leal (2005).

Também foi muito sensivel quando foi efetuada aimeinte da cultura em meio de
enriguecimento liquido (APA), apresentando limiardkteccdo de 3 UFC. A amplificacédo
visivel nas amostras cujas culturas em placa néseaptaram crescimento bacteriano, pode
ser atribuida a presenca de bactérias mortas naac(figura 16, linhas 9 e 10).

Os resultados obtidos séo similares aos da malosdrabalhos descritos na literatura.
Varela et al (1994) desenvolveram uma técnica deirfested PCR capaz de detectar
cholerae a partir de amostras deabs de fezes, com sensibilidade de até uma UFC, eofiher
et al (2000) padronizaram uma semi-nested PCR ajusehsivel quando pelo menos quatro
UFC estavam presentes na amostra, apos enriquéoiadeemesma em meio de cultura.

Shangkuan et al (1995) descreveram uma nested B de detectar até trés UFC/g
de ostras contaminadas covh cholerae, da mesma forma que Falklind et al (1996)
conseguiram detectar até uma UFC da bactéria peesanamostra. A grande vantagem da
técnica padronizada neste trabalho é que, uma wez qealizada em um mesmo tubo, ela
diminui as chances de contaminacéo, evitando tesoltados falso-positivos, como falso-
negativos.

Quando a técnica foi realizada diretamente da ylsurgiram bandas inespecificas
que parecem ter sido provocadas devido ao exces$aNd\-alvo na amostra, visto que a
medida que a concentragdo de DNA diminuiu, as lmandatras desapareceram

gradativamente.



No outro extremo, nas amostras contendo baixaseotmagdes de DNA houve
formacdo de uma banda menor que 100 bp que podergerida a formacéo de dimeros de
primers resultantes de anelamento entrgsers, 0 que permite &aq polimerase promover
a extensdo do fragmento formado. Em reacfes ondxd&sso d@rimers na amostra, em
relacdo a quantidade de DNA-alvo, a dimerizacdopdeners € um achado comum

(MACKAY, 2006).

Apesar de nao ter sido objetivo do trabalho, olisese com
surpresa que, quando foi utilizado termociclada g@o exige o uso
de 6leo encobrindo a mistura de reacao, a sensiddida MSTNPCR
aqui descrita passou de 1 pg para 1 ng. Acreditarsesto tenha
ocorrido devido a alta temperatura (90 °C) na tadapbloco do
termociclador, necessaria para que a mistura @éwoa#o evapore.
Talvez o excesso de calor tenha desnaturagoiimer s fixados na
tampa, embora o0 mesmo nao tenha ocorrido nas qadrsnizacoes
da STNPCR (ABATH et al, 2002; SOUSA et al, 2005;IMEet al,
2006).

Mudancas como modelo do termociclador, lote e ¢abte da enzim@aq polimerase
utilizados na reacdo, sdo variaveis que podemaalterlimiar de deteccdo da técnica
(CAETANO-ANOLLE’S et al, 1992; HE et al, 1994). Desforma, a otimizacdo das
concentracbes dos reagentes e da TM talvez segss@@ a cada troca de lote ou de
fabricante de componentes da reagdo, bem como dielonale termociclador utilizado.
Contudo, para afirmar isto com mais segurangarsemecessarias mais repeticoes dos testes.

Quando a MSTNPCR foi realizada com microrganismiterehtes deV. cholerae,
surgiram algumas bandas inespecificas. Contudayentar as condi¢fes de estringéncia da
reacdo através da elevacdo da temperatura de amdtahosprimers nas duas etapas de
amplificacdo, as bandas indesejadas diminuiranifisigiivamente (dados ndo mostrados).

Visto que estas bandas apresentam tamanho ddetestfragmentos desejados, e uma

vez que ndo sdo reprodutiveis, sua presenca néeseepa desvantagem. Desta forma, além



de sensivel, a técnica foi especifica pdraholerae O1, inclusive quando o DNA deste
microrganismo estava misturado ao genoma de dodiEsrias.

Apesar do sistema ndo ter se mostrado muito roberstaelacdo a mudancas de
termociclador e de lote d&imers e enzima, e mesmo apresentando bandas inespedfica
dimeros derimers, ele foi bastante sensivel e especifico pacholerae O1.

Além disso, a estabilidade dat diagndstico durante quatro meses representa uma
grande vantagem da MSTNPCR, tendo em vista quek#stacilita 0 manejo do teste e
agiliza o resultado do mesmo. Uma vez que a técama@sentou boa sensibilidade e
reprodutibilidade quando realizada diretamenteultai@, e que € capaz de detectar bactérias
toxigénicas ou ndo e no estado VNC, acredita-seetpigpode ser uma ferramenta util na
investigacdo deé/. cholerae O1 em mananciais aquaticos de regides endémieasndo
como método complementar a cultura bacteriana.

Com isso, pretende-se disponibilizéis diagnosticos aos Laboratérios Centrais para
que sejam utilizados pelos servicos de monitoramentnvestigacdo epidemiologica que
pesquisam a presenca do vibrido colérico em maaiaragjuaticos.

Além disso, a MSTNPCR pode ser utilizada em subigfib ao teste de ELISA para
pesquisa da toxina colérica, sendo realizada 6sh@ariquecimento em APA) apos o
recebimento da amostra pelo laboratorio, agilizamabagnostico e reduzindo os custos do
mesmo.

Outra vantagem da técnica é a possibilidade ddifidan o potencial toxigénico de
cepas dé&/. cholerae que se mostram auto-aglutindveis em suspensda gaépas rugosas) e
gue nao podem ser classificadas através de saagbaga 0 sorogrupo, ndo sendo submetidas
ao teste de ELISA para deteccao da toxina.

Embora a presenca de dimerospdeners e de bandas inespecificas ndo represente

prejuizo ao teste, tendo em vista que os fragmedasejados podem ser facilmente



visualizados e identificados, pode-se prevenirrmégao de produtos indesejados atraves de
alteracbes na ciclagenimat start PCR) e nas concentracbes dos componentes de reacéo
(BIRCH et al, 1996; HENEGARIU et al, 1997; KAINZ al, 2000). Tais modificacdes serao,
possivelmente, testadas no intuito de aperfeicoeste.

A padronizacdo da MSTNPCR diretamente de amosea®abs contaminadas esta
em andamento e, uma vez que apresente resultatilsfateeos, podera ser utilizada para

agilizar a deteccéo de casos de colera.



10 CONCLUSOES

1. A técnica desenvolvida neste trabalho é capaletietar, diretamente da
cultura, até 3 UFC d¥. cholerae O1, seja a bactéria toxigénica ou néo,
com a vantagem de reduzir a possibilidade de congmpdio com DNA-
alvo ou DNAses, o que levaria a resultados falsitipos e falso-

negativos, respectivamente.

2. A adicao derimers direcionados a um segundo gene nao alterou orlimia
de deteccdo da técnica que utiliza apenas um game alvo, quando

realizada com DNA d¥. cholerae O1.

3. A MSTNPCR apresentou especificidade p&tacholerae O1, amplificando os
fragmentos de tamanho desejado quando o DNA desti#ria estava presente na

amostra, mesmo na presenca de outras bactérias.

4. Okit diagndstico manteve-se estavel durante quatrognaseentdo, o que possibilita
o fornecimento do mesmo aos laboratérios interessath pesquisa do vibrido

colérico, a partir de 4guas ambientais contaminediaso bacilo.

5. Os fragmentos obtidos pela MSTNPCR apresentademtidade com as regides

gendmicas d¥. cholerae O1 correspondentes aos geaas e rfbN.
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DESENVOLVIMENTO DE UMA MULTIPLEX NESTED PCR PARA DE TECQAO
DE Vibrio cholerae O1

RESUMO

Um método molecular baseado na amplificacdo do DRX¥ibrio cholerae foi desenvolvido
para utilizacdo no diagnostico da colera e momterao de aguas ambientais. O método
consiste numa nested PCR realizada em um mesmo dugoe minimiza as chances de
contaminacgdo. Inicialmente foi padronizado com dnalso (STNPCR) e teve seu limiar de
deteccdo comparado ao da PCR simples e nested Bx@Rncional. Posteriormente foi
adaptado para utilizar um segundo gene alvo (MSTR)P@ o limiar de deteccao foi
avaliado com DNA e diretamente da cultura liquidavibrido colérico. A STNPCR foi
aproximadamente 100 vezes mais sensivel do qudrasidples e 10 vezes menos sensivel
do que a nested PCR convencional, detectandoagé&lth DNA deV. cholerae. A adigdo de
um segundo gene alvo a MSTNPCR néo alterou o lideadeteccdo de DNA do vibrido e
foi capaz de detectar até 3 Unidades Formador&otimia diretamente da cultura liquida.
Além disso, foi especifica pand. cholerae, inclusive quando o DNA do bacilo estava
misturado ao DNA de outros microrganismos. kihdiagndstico foi montado e congelado a
-20°C, permanecendo estavel durante quatro mesesdetéccado deV. cholerae O1
diretamente da cultura, além de agilizar os redatiapermite que a técnica seja utilizada em
aguas provenientes de mananciais de regides erafepaca a colera. Ademais, uma vez que
a técnica utilizada em amostras fecais seja sttisfapodera ser aplicada para diagndstico

da infeccéo e para complementar a identificacaaepas toxigénicas isoladas pela cultura.

Palavras-chave:multiplex, nested, PCR, coélera, diagnéstico.
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1 INTRODUCAO

A cOlera ainda acomete um grande namero de indigiém todo o mundo, sendo que
um total de 131 943 casos foi notificado a WHO €052 incluindo 2 272 mortes (WHO,
2006). De 1991, quando a cdlera foi reintroduzidd@rasil (Hofer, 1993; Guthmann, 1995),
até 2001, foram registrados 168 624 casos humadnssgjuais 166 357 ocorreram na regiao
nordeste (MS - Brasil, 2002). Novos casos foranifinattos em 2004 (21) e 2005 (05) no
estado de Pernambuco (MS - Brasil, 2005).

Durante a epidemia, a maioria dos casos teve cwafio laboratorial pelo método
tradicional de diagnéstico como recomendado no Miada Ministério da Saude do Brasil
(MS - Brasil, 1992). O método considerado padrém quara diagnéstico da coélera é o
enriguecimento em agua peptonada alcalina (APA)idegla cultura em meio seletivo agar
TCBS (Tiossulfato Citrato Bile e Sacarose), técmjoa além de exigir microrganismos Vvivos
na amostra, ndo detecta bactérias no estado vigasehao cultivivel — VNC (Binsztein et al,
2004), condicdo comum quando ha privacdo de ntesem condicbes de estresse ambiental,
como variagdo de pH e temperatura da agua (Faridpie; 2002). Colonias amarelas no
meio TCBS, fermentadoras da sacarose, sao repipadasneio de triagem e submetidas ao
teste da oxidase e, para identificagdo completdibiao cholerae O1, sdo necessérios testes
complementares bioquimicos, sorolégicos e de pému@ toxina colérica (ELISA). E um
procedimento demorado que chega a 72 horas (Gasgadhofer, 2005).

Assim, em relacdo a cultura bacteriana, os testdscumlares rapidos e precisos séo
vantajosos para deteccao\dbrio diretamente da amostra biolégica, agua, fezedmitos.
Podem também substituir o teste de ELISA de ideatifio da toxina colérica na
complementacéo do diagnostico\dacholerae isolado.

Técnicas moleculares baseadas na amplificacdo dej®fbram desenvolvidas para
diagnostico dov. cholerae utilizando genes de viruléncia em uma reacao diiplex PCR
(Keasler; Hall 1993) e outros genes, através de Bi@RRles (Bravo et al, 1992; Israil et al,
2004), nested PCR (Varela et al, 1994;), hemi-deBE€R (Theron et al, 2000), multiplex
PCR (Mantri et al, 2006), PCR em tempo real (Bltmks et al, 2006; Gubala, 2006).

Em 2002, foi padronizada uma técnica de nested &@Rubo Unico, desenvolvida
por Abath et al (2002), em gue smers internos sado imobilizados na face interna da tampa
do tubo, diminuindo os riscos de contaminacao mateEsta técnica foi padronizada para
deteccao dos microrganismgshistosoma (Abath et al, 2002; Melo et al, 200®),asmodium
(Montenegro et al, 2004)¥ersinia pestis (Souza el al, submetido).



No presente trabalho, padronizamos a STNPCR pardifidacdo ddv. cholerae O1
toxigénico, comparando a técnica com PCR simplesséeed PCR convencional, a partir do
DNA de V. cholerae O1. Uma vez que a STNPCR s0 é capaz de detegas t@xigénicas,
decidimos adicionar um segundo gene alvo a reacdiosformando-a em uma multiplex
nested PCR em tubo Unico (MSTNPCR) capaz de deMatholerae O1 independentemente
de sua toxigenicidade. Para isso, 0 gene de viiaétxA, codificador da toxina colérica, foi
amplificado com dois pares geimers, compondo a nested PCR, e o ggibl, especifico
para o sorogrupo O1 do vibrido colérico, foi amgdilo com um par dprimers. Uma vez
gue a maioria das cepas ambientaisVdeholerae sdo nédo toxigénicas, mas podem ser
infectadas por fagos de viruléncia, a MSTNPCR Iénhgtmonitoramento ambiental de regides

endémicas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 CEPAS BACTERIANAS E EXTRACAO DO DNA

A cepa de referéncia dé cholerae O1 569B Classico/Inaba foi utilizada como padréo
em todos os passos do trabalho. Para avaliar aispdade da MSTNPCR, foram utilizados
0S seguintes microrganismao&eromonas sp., Escherichia coli, Enterobacter sp.,Klebsiella
sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp., Shigella sp., V. alginolyticus, V. mimicus e V.
parahaemolyticus. Para extracdo do DNA das bactérias, foi seguigootocolo descrito por
Ausubel et al (1987), e modificado por Leal etZil(4), a partir de 1 mL da cultura em agua
peptonada alcalina (APA) paferomonas e microrganismos do génexbbrio, e em caldo

BHI para as outras bactérias.

2.2 SELECAO E SINTESE DOBRIMERS PARA PCR

Os alvos da PCR foram os gewed\, codificador da subunidade A da toxina colérica
(Mekalanos et al, 1983) gbN responsavel pelo lipopolissacarideo (LPS) esigecifo V.
cholerae 0O1. Para o0 gene ctxA foram utilizados o0s primers internos
5’ACAGAGTGAGTACTTTGACCS3 e 5'CTTTTAACTTTAGATTGGTATTC3', descritos
por Keasler & Hall (1993), e ggimers externos 5TCTATCTCTGTAGCCCCTATTACG3
(obtido com o sotware DNAstar) e 5’CTCAGACGGGATTTGAGGCACG3' (Li et al,




2002). Para o gendbN foram utilizados ogprimers 55GTTTCACTGAACAGATGGG3' e
5'GGTCATCTGTAAGTACAA C3, referentes ao lipopolissarideo deV. cholerae O1
(Islam, et al, 2004). No primeiro passo da PCR osmprimers externos direcionados para o
gene ctxA amplifica-se um fragmento de 600 pb, em quangBdaginima que ndo €
visualizada, enquanto o produto final da nested BG@R/ fragmento de 302 pb. Em relacao
ao generfobN, é amplificado um segmento de 198 pb. pbisners foram sintetizados por

Invitrogen do Brasil.

2.3 REACOES DE PCR

Em todas as reacfes do trabalho, foi adicionadeamtrole negativo, sem DNA, e a
mistura de reacao foi recoberta com 6leo minered paitar a evaporacdo da amostra. Os
experimentos foram realizados em triplicata pamdiava reprodutibilidade da técnica e foi
utilizado um termociclador Biometra TRIO-thermolioc

2.3.1 PCR simples

A mistura de reagéo (volume final = gB) continha Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM,
MgCl,1,5 mM, dNTP’s 20QM, primers externos 20 pmol cada, 1U dlaq DNA polimerase
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), e 20 g\ de V. cholerae O1. O DNA foi
amplificado durante 30 ciclos de 1 minuto a 94°@iduto a 54 °C e 1 minuto a 72 °C. Ap0s

esses ciclos, os tubos permaneceram a 72°C parutasipara a extensao final.

2.3.2 Nested PCR convencional

A mistura de reacdo da nested PCR convenciona& foiesma da PCR simples,
modificando ogprimers e o DNA-alvo. Neste caso, foram utilizados 20 pdwlcada um dos
primers internos e 2uL do produto de amplificacdo da PCR simples. Asdagiies de

ciclagem também foram as mesmas descritas par&kaiples.

2.3.3 STNPCR

Para definir a proporcdo otima geimers para a STNPCR foram testadas varias

proporgdes (20:2, 20:1, 10:2 e 10:1, internos erart. Foram utilizados 20 pmol pgemers



internos, a mesma quantidade da PCR simples, fixaddampa do tubo de amplificacao por
evaporacgao, juntamente com tracos de azul de bemobfDois pmol doprimers externos
foram adicionados a mistura de reacéao, Tris-HCINIOKCI 50mM, MgChL 1,5mM, dNTP’s
20uM, 2U de Tag DNA polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala, dewg e DNA
alvo, para um volume final de pD.

Para amplificacdo foi adotado um ciclo térmico euasdetapas com o0s seguintes
parametros: na primeira etapa, foram 15 ciclos aeirfuto a 90 °C, 1 minuto a 54 °C e 1
minuto a 72 °C, ap0s os quais o0s tubos permanecduaamte 7 minutos a 72 °C para
extensao final. Depois de uma pausa de aproximatdameminuto a 90 °C, os tubos foram
invertidos varias vezes para eluicdo gasers anteriomente fixados na tampa.

Apos breve centrifugacao, os tubos retornaram rmoeoigclador para a segunda etapa
de amplificacdo, de 45 ciclos de 1 minuto a 90@inuto a 54 °C e 1 minuto a 72 °C.

Depois os tubos permaneceram durante 7 minuto®@ para extensao final.

2.4 INTRODUCAO DOS PRIMERS rfbN A STNPCR (MSTNPCR)

Primers para o genefbN foram adicionados & STNPCR de trés formas désgtima
primeira, 20 pmol dogrimers foram fixados na face interna da tampa do tubatajuente
com 40 pmol derimers internos para o geraxA; na segunda, 20 pmol na face interna da
tampa e 20 pmol na mistura de reacéo, totalizarftdgpmol; e na terceira, 20 pmol dos
primers para o genefbN foram colocados na mistura de reacédo, juntanmErte osprimers

externos do genexA. As condi¢des da reacao foram as mesmas desantasormente.

2.5 LIMIAR DE DETECCAO

Para a determinacdo do limite de deteccdo dasctritiaseadas em PCR, foram
realizadas diluicoes seriadas, em escala decimdbNA deV. cholerae O1 iniciando em 1
ng até 0,01 fg.

ApoOs padronizar a forma de adicdo gmBmers para o genefobN a reacdo em tubo
anico, para amplificagcdo do segundo alvo, foiiadal o limiar de deteccdo da MSTNPCR,
com DNA e com cultura em APA dé cholerae O1 classico 569B. A cepa foi reativada,
semeada em TCBS e incubada a 37°C durante 24 héres.colbnia foi retirada da placa,
inoculada em APA pH 8.6 e incubada a 37 °C dur2dtieoras. A cultura em APA foi diluida
(1:10), de 10 até 1) e 10pL de cada diluicdo foram semeados em TCBS, pargempms



contagem de unidades formadoras de colonias (LACnesmo tempo que uma aliquota de
100 pL foi levada ao banho-maria a 100°C, por 10 minytasa ruptura de membranas e
exposicdo do material genético. As amostras foratocadas, imediatamente, em gelo e

10uL de cada uma delas foram utilizados como alveeag&o de MSTNPCR.

2.6 SEQUENCIAMENTO

A identidade dos produtos da MSTNPCR foi confirmpda
seqiienciamento utilizandaoki Purelink™ PCR Purification Kit
(Invitrogen) para purificacdo dos fragmentosket @ig Dye
Terminator v.3.1, Applied Biosystems para mistura d
sequenciamento. A reacao ocorreu em sequenciattonatico
(Genetic Analyser ABI Prism 3100, Applied Biosysgnt-oram
utilizados ogprimers para os genesxA (internos) afbN, tanto no
sentidoforward comoreverse em tubos individuais. Apds
seguienciamento, os segmentos génicos de 302xaH € 198 pb
(rfoN) foram alinhados pelo programa BLAST para veaifia sua
identidade.

2.7 CONFECCAO DE UMKIT DIAGNOSTICO

Foi preparado unkit da MSTNPCR contendo tubos copnimers ctxA internos
fixados na tampa e um tubo a parte contendo a raistel reacdo com tampéao, dNTP’s, e
primers para os genestxA (externos) efbN, nas concentracfes ja padronizadas. Optou-se
por ndo acrescentarTagq DNA polimerase por receio de que a enzima perdassatividade
polimerasica. Ckit foi armazenado a -20 °C e testado mensalmentevpafecacdo da sua
estabilidade.

Na utilizacdo ddit, era adicionado ao tubo cgmimers internos para o geraxA na
tampa: 1 pg do DNA ou 10L da cultura em APA, nas diversas diluicbesul3da mistura



de reacdo, 0,4L (2U) de Taq DNA polimerase e agua deionizada estéril na qdadé
necessaria para completar o volume dals0

2.8 VISUALIZACAO DOS AMPLICONS

Os produtos amplificados foram submetidos a eleteske a 100 v durante 60 minutos
em gel de agarose 1% corado com brometo de eddwisualizados através do programa
Kodak 1D Image Analysis Software (Eastman Kodak 8ew Haven, CT, USA).

3 RESULTADOS

3.1 STNPCR

O limiar de deteccao do DNA purificado Wecholerae O1 na PCR simples foi de 100
pg, enquanto que na nested PCR convencional fbdddg e da STNPCR utilizando um gene

alvo, foi de 1 pg (figura 1).
3.2 INTRODUQAO DOSPRIMERS PARA O GENErfbN

Os produtos de amplificagdo da MSTNPCR quandprioeers direcionados ao gene
rfoN foram adicionados a reacdo mostraram um fragmeetd98 pb referente a porcéo
amplificada do gengbN, e o de 302 pb correspondente a regido do ggAgfigura 2, linha
5). Como a amplificacdo conjunta dos dois genesos@bservada quando 20 pmol dos
primers rfbN foram adicionados dentro do tubo, esta favadicdo adotada.

3.3 MSTNPCR

A adicdo de outro par deimers a reacdo de STNPCR nao alterou o seu limiar de
deteccdo de DNA d¥. cholerae 01, amplificando uma banda visivel até na quanédia 1
pg (figura 3).

A MSTNPCR, quando foi realizada diretamente daucaltem APA apresentou
amplificacdo visivel até a diluicdo {0mas sé foi observado crescimento de UFC no meio
TCBS até a diluicdo 10(figura 4).

3.4 ESPECIFICIDADE



Para avaliar a especificidade gwamers utilizados na MSTNPCR cada par piémers
foi testado por PCR simples com DNA extraido e fmado de bactérias de 10 espécies
enteropatogénicas. As analises indicaram que tadogares deprimers amplificaram
segmentos dos tamanhos esperados sé cuntiwlerae O1 (figura 5), inclusive quando o
DNA da bactéria estava misturado ao genoma dossuticrorganismos utilizados no estudo
(figura 5, linha 11). Houve surgimento de bandaspecificas (figura 5, linhas 2, 3, 4, 7 e 9),
que ao aumentar a TM, diminuiram significativamdédeaos ndo mostrados).

Para confirmar a identidade dos amplicons, eleanfoseqlenciados e apresentaram
identidade com as regides do genoma/deholerae correspondente aos geratsA e rfbN,

com 99% e 97% de similaridade, respectivamente.

3.5 REPRODUTIBILIDADE

As triplicatas de todas as reacdes do trabalhorarast os mesmos resultados.

3.6 KIT DIAGNOSTICO

O kit da MSTNPCR mantido a -20°C foi descongelado eialafo uma vez por més,
durante quatro meses, permanecendo estavel e manterlusive, o mesmo limiar de

deteccao de 1 pg.

4 DISCUSSAO

A variacdo de STNPCR desenvolvida por Abath e28D2) apresenta duas principais
vantagens. A primeira é a alta sensibilidade old&ta risco de contaminagéo, evitando tanto
resultados falso-positivos, como falso-negativage qcorre com freqiiéncia na nested PCR
convencional quando se transfere sequéncias jafemaghs para um segundo tubo de reacdo
(Picken et al, 1996). A segunda € a possibilidarlasdh de diversgrimers sem modificacdo
da temperatura de anelamento, condicdo que passimbior liberdade na escolha dos
primers, quando se compara coautras técnicas de nested PCR em tubo Unico enmaque
sequéncia dogrimers necessita de temperaturas diferentes para quelanaento ocorra com

eficiéncia (Olmos et al, 1999). A exigéncia pamaahor desempenho da reacéo € estabelecer



a quantidade dgzrimers externos para que se esgotem antes da entragbaiohess internos
na reacao, a fim de que néo interfiram na segumgdifecacao.

Inicialmente, a técnica de STNPCR para diagnosted. cholerae O1 foi padronizada
com apenas um alvo, o gen&xA, e teve seu limiar de deteccdo comparado ao dd PC
simples e nested PCR convencional utilizando DNAMlecholerae O1. A STNPCR
utilizando um gene alvo foi aproximadamente 10(esanais sensivel do que a PCR simples
e 10 vezes menos sensivel do que a nested convahaomo esperado, uma vez que 0s
inibidores da enzima sao diluidos na nested comnwmealc mas ndo na reacdo em tubo Unico.
Em seguidaprimers direcionados ao genéoN, especificos para o sorogrupo O1 do vibrido
colérico, foram adicionados a reacdo. O limiar deectdo da técnica foi estabelecido com
DNA purificado e com cultura em APA. A introducé&e dm segundo par geimers, focado
na deteccdo de outro gene, conservou a sensilalidadeacdo e demonstrou especificidade
paraV. cholerae O1. Assim, foi transformada em uma multiplex n@ € R (MSTNPCR).

A STNPCR que utiliza como alvo apenas o gemd, além de ser bastante sensivel,
possibilitando a deteccéo de até 1 pg de DNA.diolerae O1, fornece o resultado do teste
dentro de poucas horas. Porém, ela ndo detecta depa cholerae O1 néo-toxigénicas e,
desta forma, ndo € muito util no monitoramento amial, jA que a maioria das cepas
presentes no ambiente ndo $@xigénicas (Rivera et al, 2001), mas podem sevexidas
em toxigénicas por aquisicdo dos bacteriofagos @&X/Pkp, codificadores de viruléncia,

gue estejam presentes no mesmo ambiente (Jersle2@D6).

A introducao deprimers que tém como alvo a regiao relacionada
ao antigeno “O” do LPS dé cholerae do sorogrupo O1 possibilita a
identificac&o de cepas independentemente da sigeetogidade, bem
como de bactérias no estado VNC, com alta serdzbl#.

Para introducé&o de um segundo alvo na STNPCR ja
estabelecida, utilizou-se 20 pmol qwamers para o genefbN na
mistura de reacéao, juntamente com dois pmolpdimser s externos
para o0 genetxA. As outras condi¢coes de adicao goisners para o
generfbN foram descartadas uma vez que utilizando 20 piechada

um desteprimers na tampa, mais 20 pmol deles dentro do tubo



(totalizando 40 pmol), houve amplificacao apenafagmento
correspondente a regido do gefi?N e quando 20 pmol dgsimers

para o genefbN foram fixados na tampa do tubo, juntamente com os
primers internos para o geraxA, houve amplificacado apenas da

regiao do genetxA.

Embora a amplificacdo do fragmento do gen@ tenha sido obtida por uma nested
PCR, e portanto, deveria ser mais sensivel, asittede da banda referente a este gene foi
menor do que a do gemdbN, obtido por uma PCR simples. Henegariu et al 7199
descrevem que quando mais de um alvo € amplifisadaltaneamente (multiplex PCR), o
alvo mais eficientemente amplificado apresentai@rftia negativa na amplificagédo do alvo
menos eficiente, devido a competicdo dos produétes @nzima e pelos nucleotideos. Desta
forma, é possivel que neste caso, haja uma corépedittire oprimers para o genefbN e os
primers para 0 genetxA pelos componentes da reacdo, e a amplificacagederfoN seja
mais vantajosa. Isto também pode ser explicadoddea® alto nimero de ciclos a que os
primers rfbN sdo expostos na MSTNPCR. Enquantprosers ctxA externos sdo submetidos
a 15 ciclos de amplificacéo e os internos, a 4ogiosprimers rfbN passam por 60 ciclos de
amplificacéo, o que poderia justificar uma maiarducédo de amplicons.

Quando foi realizada MSTNPCR, a concentracagrdeers internos foi aumentada
de 20 pmol para 40 pmol, a fim de minimizar a catigée entre oprimers. Além disso, a
MSTNPCR também foi realizada com propor¢cdes vasi@tdre oprimers internos, externos
do gene ctxA e do gene rfbN de 40:2:20 pmol, 2@: 120l e 20:2:10 pmol, respectivamente.
A proporcao de 40:2:20 pmol, por ter apresentadthanes resultados quando se associa
sensibilidade e reprodutibilidade, foi utilizada decorrer da padronizagdo (dados néo
mostrados). Nestas condigbes a MSTNPCR detectdli pgédo DNA purificado, mostrando
a mesma sensibilidade da STNPCR, e quando testedacultura em APA, detectou até 3
UFC. Essa sensibilidade também foi relatada pelarraalos trabalhos baseados em métodos
moleculares para deteccao\echolerae (Varela et al, 1994; Theron et al, 2000; Shangkuan
et al, 1995; Falklind et al, 1996). O produto deplficacdo visivel nas amostras cujas
culturas em placa ndo apresentaram crescimenteriza, pode ser atribuida a presenca de
bactérias mortas na cultura em APA.

As bandas inespecificas que surgiram parecemdernpsovocadas devido ao excesso
de DNA-alvo na amostra, visto que a medida quenaartracdo de DNA diminuiu, as bandas



extras desapareceram gradativamente. No outronextr@as amostras contendo baixas
concentracdes de DNA houve formacdo de uma bandernggie 100 bp que pode ser
atribuida a formacéao de dimerospamers resultantes de anelamento entrgosers, o que
permite aTaq polimerase promover a extensédo do fragmento foomB@ct reacdes onde ha
excesso derimers na amostra, em relagdo a quantidade de DNA-aldim&rizacdo de
primers € um achado comum (Mackay, 2006).

A especificidade da MSTNPCR foi estabelecida comADNIrificado de diferentes
bactérias. Nas reacdes com outras espécies daaf&ibilionaceae, diferentes dé&/. cholerae
01, surgiram algumas bandas inespecificas. Contado,aumentar as condi¢cdes de
estringéncia da reacdo através da elevacdo da ratom@ede anelamento dgsimers nas
duas etapas de amplificacdo, as bandas espuriasudiam significativamente (dados néo
mostrados). Visto que estas bandas sdo de taméaehente do esperado e também néo sao
reprodutiveis, consideramos que sua presenca péeseaita um problema. Desta forma, além
de sensivel, a técnica foi especifica pdraholerae O1, inclusive quando o DNA deste
microrganismo estava misturado ao genoma de dodiEsrias.

Os reagentes apresentados na forma dekiinpermitem um melhor controle de
qualidade dos parametros da reacdo cuja estaldlijdatbstada por quatro meses mostra um
desempenho promissor para sua utilizacdo em labimrate monitoramento e diagndstico da
colera.

Nos paises onde a coOlera se encontra em fase Mg, muitas tentativas tém
sido introduzidas com o propoésito de controlar &nda. Uma acdo considerada como
fundamental, o monitoramento bacteriol6gico de sistmmas aquaticos € um dos pontos
basicos para o rastreamento\Mdeholerae O1 (Binsztein et al, 2004). Consiste em avaliar a
freqiéncia de cepas dé cholerae com potencial epidémico através de pesquisa dileta
vibrido em ambientes aquaticos de regides endénmaes colera. Além de auxiliar na
compreensdo da dinamica da epidemia, a pesquisaergaib possibilita controlar a
disseminagéo destas cepas, mesmo antes da ocaménzasos da infecgéo.

A identificacdo de cepas potencialmente epidéméchitada pela falta de técnicas
capazes de detectar tanto um numero pequeno dascélm uma amostra contendo outros
microrganismos, quanto bactérias, no estado VNEeptes nas amostras de dguas ambientais
(Faruque et al, 2005), comuns em periodos intetéapicos, tornando dificil a eliminacdo

total de casos.



Técnicas que agilizem o resultado do diagnostian d& fundamental
importancia ja que, uma vez diagnosticado um casaagnca, o tratamento
deve ser administrado imediatamente, a fim de dimao mortalidade e impedir
a transmissao da colera. O método de diagndshadicional, embora de baixo
custo, requer um periodo de até 72 horas paraifidagfio V. cholerae O1.
Outra vantagem da MSTNPCR é a possibilidade detifibam o potencial
toxigénico de cepas d¥. cholerae que se mostram auto-aglutinaveis em
suspensao salina (cepas rugosas) e que ndo podefassificadas através de
sorologia para o sorogrupo, ndo sendo submetidatesie de ELISA para

deteccéo da toxina.

A MSTNPCR pode ser utilizada com DNA purificadoretthmente da cultura dé.
cholerae na fase enriqguecimento em caldo ou diretamentndsstra bioldgica, agilizando o
diagnostico. Ecapaz de detectar cepas toxigénicas ou ndo e mdoeStNC, com alta
sensibilidade, podendo ser usada como complemeoidtiaa bacteriana. Acredita-se que a
técnica aqui apresentada pode ser uma ferramehteabvestigacado d¥. cholerae O1 em
mananciais aquaticos de regides endémicas, conmmébmplementar a cultura bacteriana

e no diagnaostico da colera se houver casos humanos.

Agradecimentos

Nossos sinceros agradecimentos ao Dr. Fabio MeoMs. Gerlane Souza pelas

contribuicdes ao longo do trabalho.

REFERENCIAS

1. Abath, F.G. et al, 2002. Single-tube nested BEIRg immobilized interngdrimers.
Biotechniques.33,1210-1214.

2. Ausubel, F.M. et al, 1987. Current Protocol inlétular Biology, Wiley, New York.



3. Binsztein, N. et al, 2004. Viable but non cudtieVibrio cholerae O1 in the aquatic
environment of Argentina. Appl. Environ. MicrobialO, 7481-7486.

4. Blackstone, G.M. et al, 2006. Use of a real tth@R assay for detection of tbsA
gene ofVibrio cholerae in an environmental survey of Mobile Bay, J. Micia.
Methods. Article in Press.

5. Bravo, L. et al, 1992. Detection of toxigeNidrio cholerae O1 using Polimerase
Chain Reaction. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 87, 443-44

6. Falklind, S. et al, 1996. Cloning and Sequenaig Region oWibrio cholerae 0139
Bengal and Its Use in PCR-Based Detection. J. ®iarobiol. 34, 2904-2908.

7. Faruque, S.M. et al, 2005. Self-limiting natafeseasonal cholera epidemics: role of
host-mediated amplification of phage. Proc. Natdaé Sci. USA. 102, 6119-6124.

8. Faruque, S.M.; Nair, G.B, 2002. Molecular ecglofjtoxigenicVibrio cholerae,
Microbiol. Immunol. 46, 59-66.

9. Goncalves, E.G.; Hofer, E, 2005. Célera. In: @od.R., Dindmica das doencgas
infecciosas e parasitarias, Rio de Janeiro, pp/-135 3.

10. Gubala, A.J, 2006. Multiplex real-time PCR d&ta of Vibrio cholerae. J.
Microbiol. Methods. 65, 278-293.

11. Guthman, J, 1995 Epidemic cholera in Latin Angerspread and routes of
transmission. J. Trop. Med. Hyg. 98, 419-427.

12. Hofer, E, 1993. Cholera in Brazil: analysisome bacteriologic clinical, and
epidemiologic characteristics. In: Pestana de GaétiF.; Almeida, W.F. (Eds.),
Cholera on the American Continents. Internationd Bciences Institute/ILSI Press,
Washington, DC, pp. 167-170.

13. Henegariu, O. et al, 1997. Multiplex PCR: daliparameters and step-by-step
protocol. Biotechniques. 23, 504-511.

14. Islam, M.S. et al, 2004. Virulence propertiesongh and smooth strains gfbrio
cholerae O1. Microbiol. Immunol. 48, 229-235.

15. Israil, A. et al, 2004. Comparative study dfatient methods for detection of toxic
and other enzymatic factorsVWbrio cholerae strains. Roum. Arch. Microbiol.
Immunol. 63, 63-77.

16. Jensen, M.A. et al, 2006. Modeling the rolbadteriophage in the control of cholera
outbreaks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 103, 4653746

17. Keasler, S.P.; Hall, R.H, 1993. Detecting aidiyiping Vibrio cholerae O1 with
multiplex polymerase chain reaction. Lancet. 34511



18. Leal, N.C. et al, 2004. Evaluation of a RAP4dxhtyping scheme in a molecular
epidemiology study ofVibrio cholerae O1, Brazil J. Appl. Microbiol. 96, 447-454.

19. Li, M. et al, 2002. Evidence for the emergeoceon-O1 and non-O13¢brio
cholerae strains with pathogenic potential by exchange @rligen biosynthesis
regions. Infect. Immun. 70, 2441-2453.

20. Mackay, .M. PCR down unddtttp://www.uq.edu.au/vdu/PCRDownUnder.htm

21. Mantri, C.K. et al, 2006. Septaplex PCR assaydpid identification o¥ibrio
cholerae including detection of virulence and int STX geneEMS Microbiol. Lett.
265, 208-214.

22. Mekalanos, J.J. et al, 1983. Cholera toxin giemgcleotide sequence, deletion
analysis and vaccine development. Nature. 36, 571-5

23. Melo, F.L. et al, 2006. Development of molec@pproaches for the identification of
transmission sites of schistosomiasis. Trans. R. Bop. Med. Hyg. 100, 1049-55.

24. Montenegro, L. M. et al, 2004. Development sfrgle tube hemi-nested PCR for
genus specific detection Bfasmodiumin oligoparasitemic patients. Trans. R. Soc.
Trop. Med. Hyg. 98, 619-625.

25. MS - Ministério da Saude, Brasil, 1992. Col@nansmissédo e Prevencdo em
Alimentos e Ambiente.

26. MS - Ministério da Saude, Brasil, 2002. Sitwag¢a prevencao e controle das doengas
transmissiveis no Brasil. Fundacédo Nacional de &aZfded. Brasilia — DF, Brasil.

27. MS - Ministério da Saude, Brasil, 2005. Colera situacao da doenca no Brasil.
http://portal.saude.gov.br/portal/svs/visualizaxtdecfm?idtxt=216882005

28. OImos, A. et al, 1999. New device and methodépture, reverse transcription and
nested PCR in a single closed-tube. Nucleic Acigs.R7, 1564-1565.

29. Picken, M.M. et al, 1996. Single-tube nestelgmperase chain reaction assay based on
flagellin gene sequences for detectioBofrelia burgdorferi sensu lato. Eur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis. 15, 489-498.

30. Rivera, I.N.G. et al, 2001. Genotypes assatiaiéh the virulence in environmental
isolates olvibrio cholerae, Appl. Environ. Microbiol. 67, 2421-2429.

31. Shangkuan, Y.H. et al. 1995. Multiplex polynserahain reaction to detect toxigenic
Vibrio cholerae and to biotypé/ibrio cholerae O1. J. Appl. Bacteriol. 79, 264-273.

32. Souza, G.T. et al. Development and evaluati@an@ingle Tube Nested PCR Based
Approach (STNPCR) for the Diagnosis of Plague, 2@ mited.



33. Theron, J. et @ooo. Detection of toxigeni¥ibrio cholerae from environmental water
samples by an enrichment broth cultivation pit-teminested PCR procedure. J.
Appl. Microbiol. 89, 539-546.

34. Varela, P. et al, 1994. Direct detectioVdirio cholerae in stool samples. J. Clin.
Microbiol. 32, 1236-1248.

35. WHO — World Health Organization, 2006. WKkly.i@gmiol. Rec. 81, 297-308.



Legendas das figuras

Figura 1. Limiar de deteccdo de DNA e cholerae O1l. A: PCR simples. Linhas: M:
marcador de peso molecular; 1: 10 ng; 2: 1 nd;08:. pg 4: 10 pg; 5: 1 pg; 6: 100 fg; 7: 10
fg; 8: 1 fg; 9: 0,1 fg; 10: controle positivo e 1tontrole negativo. B: nested PCR
convencional. Linhas: M: marcador de peso molecdlacontrole positivo da nested =10ng;
2: 1 ng; 3: 100 pg; 4: 10 pg 5: 1 pg; WO fg 7: 10 fg; 8: 1 fg; 9: 0,1 fg; 10: 0,01 fg; 11:
controle negativo da nested; 12: controle positeacdo; 13: controle negativo reacéo. C:
STNPCR. Linhas: 1: 1 ng; 2: 100 pg ; 3: 10 pgl 49 5: 100 fg; 6: 10 fg; 7: 1 fg; 8: 0,1 fg;
9: 0,01 fg; 10: controle positivo e 11: controkgativo.

Figura 2. Produtos de amplificacdo apos introdudése primers para o genafbN na
STNPCR. Linhas: 1 e 2: controle positivo e contmégativo da reacdo, quandomamers
do generfbN foram fixados na tampa do tubo, juntamente gwimers internos; 3 e 4:
controle positivo e controle negativo da reacd@ango osprimers do generfbN foram
fixados na tampa do tubo e também adicionados @eiatrtubo; 5 e 6: controle positivo e
controle negativo da reacdo, quandopdsners do generfoN foram adicionados dentro do
tubo onde ocorreu a reacao.

Figura 3. Limiar de deteccdo de DNA Wecholerae da MSTNPCR. Linhas: 1: 10 ng; 2: 1
ng; 3: 100 pg; 4: 10 pg; 4:pg, 6: 100 fg; 7: 10 fg; 8: 1 fg e @N.

Figura 4. Limiar de deteccdo da MSTNPCR quandocaida foi realizada diretamente da
cultura em APA. Linhas: 1: CP; 2: 10; 3:1@: 10% 5: 10* 6: 10% 7: 10> 8: 10% 9: 107;
10: 10% 11: CN.

Figura 5. Especificidade da MSTNPCR. LinhasAdromonas sp.; 2:E. coli; 3: Enterobacter
sp.; 4: Kleibsiella sp.; 5: Pseudomonas sp.; 6: Salmonella sp.; 7: Shigella sp.; 8: V.
alginolyticus; 9: V. mimicus; 10: V. parahaemolyticus, 11: DNA de todas as bactérias,
inclusive deV. cholerae O1; 12: CP e 13: CN.
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