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RESUMO

O virus Mayaro (MAY'V), agente etiologico da febre de Mayaro, uma doenga febril aguda
clinicamente semelhante a febre Chikungunya, tem ocasionado pequenos surtos no Brasil. A
incidéncia crescente em regides ndo endémicas ¢ uma preocupagdo para a saide publica, pois
indica que 0 MAY'V esté se espalhando, podendo ocorrer futuras epidemias. Muitos casos de
MAYV foram primeiramente diagnosticados como outros arbovirus, especialmente como
CHIKYV, devido a similaridade entre os sintomas e ocorréncia de reatividade cruzada, o que
pode levar a subnotificagdo da doenga. Assim, o estabelecimento de métodos de diagndstico
mais especificos sdo de extrema importancia para o controle dessa doenga. Atualmente, o
diagnodstico molecular de MAY'V ¢ realizado através da técnica de RT-PCR. Entretanto, o custo
elevado, a necessidade de mao de obra especializada e de equipamentos sofisticados, limita a
capacidade de diagnostico em laboratorios com infraestrutura limitada. Neste trabalho, foi
desenvolvida uma plataforma de transcriptase reversa seguida de amplificagdo isotérmica
mediada por loop (RT-LAMP-PCR) para a detecgdo de MAYV em amostras humanas e de
mosquitos. Os primers especificos para deteccdo de MAY'V foram desenhados e sintetizados,
e a técnica para detec¢do de MAY'V foi padronizada. Os melhores resultados de amplificagao
foram obtidos a 70°C por 30 min de incubagio. As concentra¢des 6timas de Mg*", enzima Bst
3.0 e ANTPs foram 6 mM, 0,12 U/uL e 1,8 mM, respectivamente. Também foi observado que
a reacdo ndo necessita de todos os primers para o desempenho, funcionando sem os primers do
loop. O teste mostrou-se especifico para deteccdo de MAYV quando testado frente a outros
arbovirus e foi capaz de detectar o virus em amostras humanas de soro, urina, saliva e em
mosquitos experimentalmente infectados. Além disso, o teste foi até 1.000 vezes mais sensivel
e 29 vezes mais barato que a RT-qPCR para detecgdo de MAY'V em amostras de soro.

Palavras-chave: Infeccdes por Alphavirus-diagnostico; Técnicas de Amplificagdo de Acido
Nucleico/métodos; RNA Viral/analise.
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ABSTRACT

Mayaro virus (MAYV), the etiological agent of Mayaro fever, an acute febrile illness clinically
similar to Chikungunya fever, has caused small outbreaks in Brazil. The increasing incidence
in non-endemic regions is a public health concern, as it indicates that MAY'V is spreading and
that future epidemics may occur. Many cases of MAYV were first diagnosed as other
arboviruses, especially as CHIKV due to the high similarity between symptoms and the
occurrence of cross-reactivity, which can lead to sub-notification of the disease. Considering
that, the establishment of more specific diagnostic methods is extremely important for disease
control. Currently, the molecular diagnosis of MAYV is performed using the RT-PCR.
However, the high cost, the need for specialized labor and sophisticated equipment limits the
diagnostic capacity in laboratories with limited infrastructure and in developing countries, such
as Brazil. In this project, a reverse transcriptase followed by loop-mediated isothermal
amplification (RT-LAMP-PCR) platform was developed for MAYV detection in human and
mosquito samples. The specific primers for MAYV were designed and synthesized, and the
technique for the detection of MAY'V in humans was optimized. The best amplification results
were obtained at 70°C for 30 minutes of incubation, and the optimal concentrations of Mg*",
Bst 3.0 enzyme and dNTPs were 6 mM, 0.12 U/ul and 1.8 mM, respectively. Furthermore, it
was observed that the reaction does not require all primers, functioning without loop primers
(LF and LB). The test proved to be specific for MAYV detection when tested against other
arboviruses and was able to detect the virus in human samples of serum, urine, saliva, and
experimentally infected mosquitoes. Furthermore, the assay was up to 1.000 times more
sensitive and 29 times cheaper than the RT-qPCR for MAYV detection in serum samples.

Keywords: Alphavirus Infections-Diagnosis; Nucleic Acid Amplification
Techniques/methods; Viral RNA/analysis.
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus s3o um grupo de virus de RNA cujo ciclo envolve vetores artrépodes
hematd6fagos (mosquitos) e uma gama de hospedeiros vertebrados. Dentre os diversos arbovirus
destacam-se os virus Chikungunya (CHIKV), Mayaro (MAYV), Zika (ZIKV), Dengue
(DENV) e da Febre Amarela (YFV), responséaveis por grande parte dos casos de arboviroses
no Brasil. DENV, ZIKV, YFV sio membros do género Flavivirus dentro da familia
Flaviviridae, enquanto CHIKV e MAYV sdo membros do género Alphavirus, da familia
Togaviridae (KRAEMER et al., 2015).

MAYYV contém um genoma positivo de RNA de fita simples (+ssRNA) de ~12 Kb, o
qual ¢ capeado e poliadenilado nas extremidades 5’e 3’, respectivamente. MAYV codifica 5
proteinas estruturais (C-E3-E2-6k-E1) e 4 proteinas ndo estruturais (nsP1-4) (Mota et al., 2015).
O principal vetor para MAYV sdo os mosquitos do género Hemagogus, especialmente o H.
Jjanthinomys. Entretanto, estudos in vitro e in vivo demonstraram que mosquitos do género
Aedes sdo capazes de serem infectados por MAY'V e de transmitirem o virus (Long et al., 2011).
Além disso, também foram encontrados mosquitos de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus
detectados com genoma de MAYV na regido de Cuiaba (Mato Grosso, Brasil), evidenciando
uma possibilidade de novos surtos no Brasil, uma vez que o ciclo de transmissdo pode tornar-
se urbano utilizando humanos como hospedeiros (Serra et al., 2016; Esposito e Fonseca, 2017).

O primeiro isolamento do MAYYV ocorreu em 1954 a partir do sangue de cinco
trabalhadores rurais que apresentavam sintomas de febre em Trinidad. Desde entdo, casos ja
foram relatados em paises da América do Sul e da América Central. O virus ¢ endémico em
algumas regides do Brasil, como as regides norte e centro-oeste do pais (Azevedo et al., 2009;
Mourao et al., 2012; Zuchi et al., 2014).

O Brasil € o pais com maior registro de casos de MAYV nas Américas, sendo Goids o
estado com maior numero de casos. De um total de 495 casos reportados no pais desde os
primeiros casos do virus até maio de 2019, 199 deles foram identificados em Goias e 194 no
estado do Para. Também foram identificados casos nos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso,
Acre e Amazonas (Ganjian e Riviere-Cinnamond, 2020).

Apesar dos surtos relatados de MAYV serem pequenos e principalmente em areas
rurais, a incidéncia crescente em regides onde a doenca ndo ¢ endémica ¢ uma preocupagao
para a saude publica, pois indica que MAY'V esté se espalhando pelo Brasil e que podem ocorrer
futuras epidemias dessa arbovirose. O potencial de transmissdo de MAYV pelo 4. aegypti,

amplamente distribuido nas regides brasileiras, também indica a possibilidade do surgimento
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de uma rota de transmissdo urbana para MAYV (Long et al., 2011; Terzian et al., 2015). Muitos
casos de MAY'V foram primeiramente diagnosticados como outras arboviroses, especialmente
como CHIKYV, devido a grande similaridade entre os sintomas e pela ocorréncia de reatividade
cruzada de anticorpos nos testes de diagnosticos disponiveis. Provavelmente muitos casos de
febre de Mayaro ndo sdo diagnosticados, levando a subnotificacdo da doenga. Assim, ¢
necessario que programas de vigilancia utilizando metodologias de diagnéstico confidveis
sejam desenvolvidos para monitorar com acuidade os casos dessa arbovirose (Halsey, et al.,
2013; Figueiredo, 2014; Vieira et al., 2015).

O Ministério da Saude estabelece que diagndstico da Febre do Mayaro ¢
epidemioldgico, clinico e laboratorial. Devido a similaridade entre os sinais e sintomas com
outras arboviroses circulantes no Brasil, ¢ de extrema importancia que seja realizado o
diagnostico laboratorial através da identificagdo direta do virus através de isolamento viral e/ou
técnicas para identificagdo do genoma viral (como o RT-PCR e a RT-qPCR) ou através da
identificacdo indireta utilizando técnicas soroldgicas como ELISA e PRNT (teste de redugao
de neutralizagdo em placa) (BRASIL, 2020).

O diagnostico molecular de MAY'V ¢ geralmente realizado através da técnica de Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) antecedida pela reagdo da transcriptase reversa que converte o
RNA viral em cDNA (RT-PCR). O estabelecimento e fortalecimento dos métodos de
diagnostico e vigilancia da infecgdo pelo MAYV sdo de extrema importancia para o controle
dessa doenca. A técnica de RT-PCR ¢ utilizada para a deteccao direta do agente, porém, o custo
elevado, a necessidade de mao de obra especializada e de equipamentos sofisticados para
amplificagdo do DNA, limita a capacidade de diagnostico laboratorial em paises em
desenvolvimento e em laboratdrios com infraestrutura basica, que ¢ realidade atual do Brasil.
Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas simples, € que ndo requerem o uso equipamentos
sofisticados sdo de extrema importancia para a ampliagdo e melhoria do diagnostico desses
arbovirus no pais (Forshey et al., 2010; Waggoner et al., 2018). Neste contexto, propomos criar
uma plataforma de baixo custo para o diagndstico e vigilancia molecular do MAY'V através do
desenvolvimento e avaliagdo da técnica de amplificagdo mediada por circuito isotérmico (RT-
LAMP-PCR) em amostras clinicas humanas e em mosquitos. O RT-LAMP-PCR ¢ uma
ferramenta de diagnostico rapida, simples e de baixo custo que utiliza uma abordagem
isotérmica, combinando uma polimerase especifica, um conjunto de primers ndo-marcados e
desoxinucleotideos convencionais. A disponibiliza¢do desta ferramenta tem grande potencial

de contribuir para sua vigildncia e com isso prevenir a propaga¢do da doenga na populagdo,
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bem como seu diagnostico, melhorando o manejo clinico de pacientes, na medida em que o

MAYYV se espalha para outras regides (Nunes et al., 2015; Quoc et al., 2018).
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2 REFERENCIAL TEORICO

O presente topico apresenta os aspectos teodricos dos temas abordados no decorrer do
trabalho: as caracteristicas moleculares do MAY'V, historico e epidemiologia, transmissao,

doenga causada pelo MAYV e métodos de diagnostico.

2.1 Caracteristicas moleculares do Mayaro Virus

O virus Mayaro (MAYV) ¢ o agente etiologico da febre de Mayaro, uma doenca febril
aguda clinicamente semelhante a febre Chikungunya. MAYV ¢ um membro do género
Alphavirus, da familia Togaviridae , ¢ envelopado e possui um genoma de RNA fita simples,
sentido positivo (+ssRNA) de ~12 Kb, o qual ¢ capeado e poliadenilado nas extremidades 5" e
3’, respectivamente (Lavergne ef al., 2006). O MAYV pertence ao Complexo Semliki, um
grupo soroldgico dentro do genoma de Alphavirus, que compartilha alguns sitios antigénicos
comuns, os quais podem gerar reagdes cruzadas em testes sorologicos convencionais. O
Complexo Semliki é composto por oito virus (Bebaru, Chikungunya, Mayaro, Getah, Floresta
Semliki, RossRiver, O'nyong-nyong e Una) de importancia veterindria e médica, geralmente
causando doenga humana caracterizada por febre, artrite e exantema (Esposito e Fonseca,
2017). Filogeneticamente, 0 MAY'V ¢ considerado um grupo monofilético, dividido em trés
genoétipos semelhantes (D, L, e N) - o gen6tipo D, que inclui a maioria dos isolados de 1954 a
2003, o gendtipo tipo L, limitado aos isolados brasileiros (Powers ef al., 2006) e o genotipo N
que foi identificado no Peru (Auguste et al., 2015).

O RNA viral serve de molde para as copias do genoma e, por ser o proprio RNA
mensageiro (mRNA), ¢ considerado infeccioso e da origem as proteinas virais. As proteinas
virais sdo expressas em duas ORFs separadas por uma regido de jun¢do ndo traduzida. O
genoma viral ¢ traduzido em uma poliproteina ndo-estrutural, que € processada por proteases
virais e do hospedeiro. Na fase tardia da infec¢do, a poliproteina estrutural ¢ expressa através
de um mRNA subgendmico. O virus utiliza o aparato metabolico da célula para expressar suas
proteinas e multiplicar-se, controlando os processos bioquimicos da célula hospedeira (Mota et
al., 2015).

O RNA viral ¢ estruturado em duas sequéncias abertas de leitura (ORFs), que sdo
separados por uma regido intergénica. A primeira ORF engloba dois ter¢os do RNA gendémico
localizados na extremidade 5°, que pode ser lido diretamente como um mRNA para codificar

as quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-4) que sdo necessarias para a transcricdo do RNA e
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replicagdo do virus. As proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) sdo codificadas por um RNA
subgenomico referido como RNA 268, que ¢ transcrito a partir de um RNA intermediario de

cadeia negativa idéntico ao terco 3’ do RNA genomico (Mota et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 — Organizagdo genomica do MAYV
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Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics (2017).

Legenda: Organizagdo gendmica do MAYV mostrando suas extremidades 5’ ¢ 3°. O RNA do virion serve
como mRNA. O genoma ¢ traduzido em uma poliproteina ndo estrutural, que é processada por proteases
virais e pelo hospedeiro, e em uma poliproteina estrutural, que é expressa através de um mRNA subgendmico.
A RdRp (RNA polimerase dependente de RNA) ¢ expressa pela supressdo da terminacdo no final de 10%
das poliproteinas ndo-estruturais. Além disso, um desvio do quadro ribossdmico na regido 6K induz a
tradugdo da proteina TF em Alphavirus.

2.2 Historico e epidemiologia

O MAYYV foi isolado pela primeira vez em 1954 em Trinidad e, desde entdo, vem se
espalhando rapidamente pela América Latina nos ultimos anos, causando surtos de propor¢ao

variada (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuiggo global do MAYV
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O primeiro surto no Brasil foi descrito em 1955, as margens do rio Guama, proximo de
Belém, Para. O virus ¢ considerado endémico em alguns lugares do Brasil, como as regides
Norte, e Centro-Oeste do pais. Em um estudo realizado por Zuchi e colaboradores, o RNA do
MAYYV foi detectado em 2,5% dos pacientes (15 pacientes de 604) durante um surto de dengue
em Mato Grosso (Zuchi et al., 2014), sugerindo que o MAYV possa estar circulando

silenciosamente durante os surtos de outros arbovirus no Brasil, como Zika, Dengue e
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Chikungunya. Em um estudo liderado pela Dra. Roberta Bronzoni, foi investigada a presenga
de varios arbovirus em soros de 200 pacientes com doenga febril aguda, durante um surto de
dengue em Sinop, MT. Os resultados mostraram que 38 amostras foram positivas para o virus
da Dengue (DENV) tipo 1, duas para DENV tipo 4 e seis para o MAYV (Vieira et al., 2015).
Entre dezembro de 2014 e janeiro de 2016, 343 casos humanos foram registrados
suspeitos da febre Mayaro. Os casos suspeitos foram identificados em onze estados distribuidos
nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, com destaque para o estado de Goids com a maior
frequéncia (183), seguido do Pard com 68, Roraima com 28, Tocantins com 25 casos suspeitos,
Mato Grosso com 20, Amazonas com 8, Amapa com 7 e Bahia, Distrito Federal, Minas Geral
e Mato Grosso do Sul, cada um com um caso suspeito. Entre os casos notificados, 70 (20,4%)
foram confirmados, 29 (8,4%) foram descartados e 244 (71,2%) permanecem em investigacao,
aguardando os resultados laboratoriais (Ministério da Saude, 2015). Em 2019, foram detectados
cinco casos de MAY'V todos no estado do Pard. Dentre os casos, dois ocorreram em criangas €

uma delas foi hospitalizada (Ministério da Satde, 2019).

2.3 Transmissao

Na natureza, 0o MAYV ¢ mantido em um ciclo enzooético, semelhante ao ciclo de vida
do virus da febre amarela. Apos a picada do mosquito infectado, 0 MAYV ¢ inoculado e se
replica na pele do hospedeiro e propaga-se através dos vasos sanguineos para os tecidos-alvo
(bago, figado, articulagdes), seguido pelo recrutamento de células inflamatdrias (Diagne et al.,
2020).

Durante os ciclos silvestre e rural, o ciclo de transmissdo de MAYV envolve
principalmente mosquitos do género Haemagogus, que vivem nas copas das arvores, € primatas
ndo-humanos, como roedores, aves, preguicas e outros pequenos mamiferos. Acidentalmente,
o virus pode ser transmitido para os humanos esporadicamente. Embora os vetores primarios
sejam os mosquitos diurnos do género Haemagogus, outros mosquitos dos géneros Culex sp,
Sabethes sp, Psorophora sp, Coquillettidia sp e Aedes sp. podem ser importantes na
manuten¢do do virus (Mota et al., 2015). Nas areas urbanas, os mosquitos domésticos sao
vetores potenciais do MAYV que em condi¢des adequadas podem transmitir o virus aos
humanos. Experimentalmente, foi demonstrado que o0 MAYV pode ser transmitido por Ae.
Aegypti e Ae. albopictus (Smith et al., 1991; Long et al., 2011). Além disso, também foram
encontrados Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus infectados por MAYV em Cuiaba, Mato

Grosso (Serra et al. 2016).
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2.4 Febre de Mayaro

Clinicamente, a Febre de Mayaro se caracteriza como uma sindrome febril moderada
e autolimitada semelhante as infec¢des por arbovirus e apresenta duas fases: aguda e
convalescente. A fase aguda apresenta uma viremia transitoria, com periodo de incubagdo que
varia de 7 a 12 dias, mas periodos mais curtos foram observados. Além de febre, a febre Mayaro
¢ acompanhada de cefaléia frontal, artralgia, mialgia, edemas articulares, calafrios, dor retro-
orbital, mal-estar, exantema, vomitos e diarreia (Azevedo et al., 2009; Izurieta et al., 2011).
Aproximadamente 20% dos casos apresentam edema das pequenas articulagdes, especialmente
nos pulsos, dedos, tornozelos e dedos do pé. A presenga de erupgao ¢ mais comum em criancas
do que adultos (Pinheiro et al., 1981). Apds a fase aguda, inicia-se o estagio convalescente.
Essa fase pode ser acompanhada por artralgia e artrite, que podem persistir por varias semanas
ou meses. A artralgia, que pode ser acompanhada de edema, € o principal sintoma das formas
severas e, ocasionalmente, pode ser incapacitante ou limitante, persistindo por meses. Casos
graves podem apresentar encefalite. No entanto, na maioria dos casos a doenca ¢ autolimitada,
com o desaparecimento dos sintomas em uma semana (Mota et al., 2015; Esposito e Fonseca,
2017). De importancia especial para o Brasil, a febre Chikungunya e a febre do Mayaro podem
exibir as mesmas manifestacdes clinicas e ambos os virus estdo co-circulando em algumas
regides do pais, o que gera dificuldades para o diagndstico clinico e, possivelmente, resulta na
subnotificagdo dos casos de MAY'V. Além disso, os sintomas da doenga aguda provocada por
MAYV também sdo semelhantes aos sintomas da Dengue, a arboviroses com maior incidéncia
no Brasil. Duras as epidemias de Dengue, seu diagndstico ¢ realizado majoritariamente através
de achados clinicos-epidemioldgicos, fazendo com que outras arboviroses com sintomas
similares como a Febre do Mayaro, ndo sejas diagnosticadas (Vieira et al., 2015).

Nesse contexto, um programa de vigilancia e diagnostico laboratorial de arboviroses
eficaz deve avaliar e monitorar a distribui¢do e a verdadeira importancia desse arbovirus na
etiologia das doencas exantemadticas agudas. Para isso, o desenvolvimento de plataformas de
diagnostico de baixo custo, rapidas e eficazes ¢ fundamental para o estabelecimento de um

programa de vigilancia do MAYV em humanos e em insetos vetores.

2.5 Métodos de diagnostico do MAY'V e suas limitacoes

Em regides em que existe uma circulagdo de outros arbovirus, como por exemplo,

dengue, zika e chikungunya, o diagndstico clinico da infeccdo pelo MAYV torna-se
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extremamente dificil uma vez que os sinais e sintomas sdo muito semelhantes. Sendo assim, o
diagnostico laboratorial assume uma importancia fundamental.

Laboratorialmente, a infec¢do pelo MAYV pode ser diagnosticada pela deteccao de
anticorpos circulantes ou pela detecg¢do direta do virus através de métodos moleculares. A
deteccdo dos anticorpos circulantes pode ser feita por diferentes metodologias, tais como
ELISA, imunofluorescéncia indireta, inibicdo da hemaglutinagdo e soroneutralizagdo. A
presenca de anticorpos da classe IgM caracteriza a infec¢do aguda, podendo ser detectaveis
apos trés dias de infecgdo até trés meses, na fase de convalescéncia. Os anticorpos da classe
IgM devem ser confirmados por um teste de neutralizagdo por reducdo de placas (PRNT) frente
ao MAY'V e o titulo comparado ao obtido contra outros A/phavirus circulantes na area. Apesar
de valiosa para o diagndstico nos casos de primoinfeccdo por um Alphavirus, as técnicas
soroldgicas, podem apresentar resultados falso-positivos devido as reagdes cruzadas com virus
pertencentes ao sorogrupo do Complexo Semliki (Figueiredo e Figueiredo, 2014), em especial
o CHIKYV que co-circula com 0 MAYV em vérias regides do Brasil. A técnica de ELISA e, em
especial a de PRNT, exigem uma infraestrutura laboratorial sofisticada, o que associadas ao
problema da reatividade cruzada, limitam de sobremaneira a eficacia e utilidade do diagndstico
sorologico da infeccdo pelo MAY'V.

O diagnostico molecular ¢ realizado através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) antecedida pela reagdo da transcriptase reversa que converte o RNA viral em
cDNA (RT-PCR). Os testes moleculares detectam a presenga do virus em amostras bioldgicas
do paciente ou do inseto vetor por meio de amplificagdo do seu material genético. Em 2004, foi
desenvolvido um multiplex nested PCR para os principais Alphavirus circulantes no Brasil,
incluindo MAYV (Bronzoni et al., 2004). Recentemente, um teste de RT-PCR quantitativo
(qRT-PCR) possibilitou a deteccdo de MAYV em plasma e urina, sendo capaz de detectar até
8 copias genomicas (Waggoner et al., 2018).

Apesar de serem bastante sensiveis e especificas, os testes de RT-PCR ou qRT-PCR
necessitam de mao de obra especializada e de equipamentos relativamente caros e sofisticados
para amplificacdo do DNA, tais como o termociclador, o que limita a capacidade de diagndstico
laboratorial em paises em desenvolvimento, principalmente em cidades distantes dos grandes
centros urbanos. No caso da técnica de RT-PCR, que precisa ser revelada através da técnica de
eletroforese, além do custo dos equipamentos e reagentes, o tempo necessario para revelagao
do resultado limita sua utilidade diagndstica. Além disso, as enzimas, kits e sondas utilizadas

nesses testes sdo muito onerosos para a realidade da maioria dos laboratdrios nacionais.



26

Embora seja importante estabelecer laboratdrios de referéncia capazes de realizar o
estado da arte no diagndstico do MAYYV, tais laboratérios ndo conseguem atender
adequadamente a demanda de diagndstico, sobretudo em regides mais carentes e cidades
interioranas do pais. At¢ mesmo os laboratérios de referéncia, como ¢ o caso do Laboratério de
Virologia da Fiocruz Pernambuco, ndo consegue atender a demanda recebida de exames
laboratoriais, deixando a populacdo sem uma resposta satisfatoria para essa emergéncia em
saude publica. Vale ressaltar que os testes de deteccdo de infeccdo pelo MAY'V ainda ndo estdo
inseridos no Rol de Procedimentos e Eventos em Satde da Agéncia Nacional de Satde

Suplementar (ANS), limitando ainda mais o acesso da populagdo ao diagndstico laboratorial.

2.6 RT-Lamp-PCR

As plataformas de diagnostico denominadas point-of-Care (POC) podem contornar
essas preocupacdes ¢ aumentar a capacidade de diagndstico dos paises afetados pelo MAY'V,
incluindo o Brasil. O termo POC ¢ designado para se referir aos testes de diagnéstico que podem
ser utilizados diretamente no campo, logo ap6s a coleta da amostra, possibilitando o diagnostico
sem que haja requerimento de equipamentos sofisticados e/ou pessoas com treinamento
avangado em biologia molecular ou virologia. Neste contexto, a técnica de amplificacao
mediada por circuito isotérmico (do inglés Loop-mediated isothermal amplification—LAMP)
descrita por Notomi e colaboradores em 2000 tem se mostrado resolutiva (Notomi ef al., 2000).
Trata-se de um teste simples e que ndo requer o uso de termocicladores, o que tem atraido muita
atencado para esta técnica de amplificagdo de nucleotideos potencialmente rapida, acurada e com
um bom custo-beneficio.

O LAMP tem muitas caracteristicas que o tornam adequado para uma deteccdo simples
e rapida de é4cidos nucleicos em amostras biologicas. E uma técnica inovadora para
amplificagcdo de genes, que consiste, basicamente, na amplificacdo isotérmica do DNA alvo
utilizando seis primers diferentes, sendo dois primers internos, dois primers externos e dois
primers que hibridizam na regido de loop, especialmente desenhados para amplificar oito
regides no gene alvo (Parida ef al., 2008). O uso destes seis primers aumenta a especificidade
do teste a0 mesmo tempo em que melhora a velocidade da reagdo (Boehme et al., 2007). No
caso de virus de RNA, como 0 MAY'V, faz-se necessario a realizacdo prévia de uma reagdo de
transcri¢do reversa (RT-LAMP-PCR), de maneira similar as técnicas de RT-PCR e qRT-PCR
(Balasuriya, 2014; Balasuriya et al., 2014; Lau et al., 2015).
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Durante o processo de amplificagdo, o DNA forma voltas propiciadas pelas sequéncias
dos primers internos, pois os mesmos possuem duas regides distintas, sendo uma complementar
ao gene alvo e outra complementar a fita em formagdo. Vale salientar que entre as duas regides
distintas contidas nos primers internos hd uma sequéncia rica em timina, o que evita seu
pareamento com a fita molde. Os primers que hibridizam na volta formada sao facultativos na
reacdo, sendo utilizados para acelerar o processo de amplificacdo, por pareamento em sitios
adicionais que ndo sdo acessados pelos primers internos. A amplificagdo ocorre em temperatura
constante, em torno de 63°C, pois utiliza a Bst polimerase, uma enzima com atividade de
separagdo de dupla fita de DNA, mas que ndo possui atividade de exonuclease 5’ — 3’ (Figura
3). A temperatura constante utilizada na técnica diminui a possibilidade de formagao de bandas

inespecificas (Parida ef al., 2008; Tomita et al., 2008).

Figura 3 — Representacdo esquematica do mecanismo da reacdo do RT- LAMP
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Fonte: Silva et al (2020)

Legenda: Representacdo esquematica do mecanismo de agdo do RT-LAMP. Durante o estagio inicial da reagao,
os primers internos (FIP ou BIP) se anelam nas regides F2¢c ou B2c na regido alvo. A reagdo ¢ iniciada por uma
invasdo de fitas pelos primers internos e um deslocamento das fitas. A DNA polimerase estende o primer e separa
o DNA duplex alvo. Os primers externos (F3 ou B3) hibridizam-se na regido F3c ou B3c no alvo e iniciam a
formagdo de estruturas de volta que se auto hibridizam através da invasdo das fitas, resultando na formagdo de
DNA em forma de haltere que se torna o molde para amplificagdo exponencial. Como resultado, estruturas de
diversos tamanhos em forma de haste com multiplas voltas sdo formadas. A adigdo dos primers do loop (LB e LF)
podem acelerar o processo.

Considerando as vantagens da rapida amplificagdo, operagdo simples, baixo custo, alta

sensibilidade e facil deteccdo, além de ser altamente especifico, o RT-LAMP-PCR tem
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aplicacdes potenciais para diagnostico clinico, assim como para vigilancia de doengas
infecciosas em paises em desenvolvimento, sem que haja requerimento de equipamentos
sofisticados. Diante dessas vantagens, o método do LAMP j4 est4 sendo comercializado sob a
forma de kits e utilizado na rotina de servigos de vigilancia epidemiologica para detec¢ao de
agentes infecciosos (Mori e Notomi, 2009). A técnica de RT-LAMP-PCR ja foi desenvolvida
para a deteccao de diversos arbovirus, incluindo chikungunya, zika, dengue e febre amarela (Li
et al., 2011; Kwallah et al., 2013; Lau et al., 2015; Lopez-Jimena et al., 2018; Silva et al.,
2019), mas ainda ndo para o MAYV.
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3 JUSTIFICATIVA

MAYYV ¢ considerado uma infeccdo emergente, com diagndstico clinico dificil em
regides endémicas para chikungunya e outros arbovirus devido a similaridade dos sinais e
sintomas, o que possivelmente resulta na sua subnotificacdo. Ao contrario da detecgdo viral
direta, as técnicas soroldgicas oferecem uma oportunidade mais ampla para o diagnostico, mas
as técnicas disponiveis atualmente apresentam resultados falso-positivos devido as reacgdes
cruzadas com outros arbovirus e sdo, portanto, de valor limitado (Lanciotti et al., 2008). Além
disso, essas técnicas exigem uma infraestrutura laboratorial relativamente mais sofisticada, o
que associadas ao problema da reatividade cruzada, limitam a eficécia e utilidade do diagnostico
soroldgico da infec¢do pelo MAY'V, principalmente em regides mais carentes.

As técnicas de detec¢do viral direta, incluindo isolamento viral e as técnicas
moleculares de RT-PCR, sdo sensiveis e especificas, mas apresentam custo elevado, pois
necessitam de mao de obra especializada, bem como de equipamentos caros e sofisticados, o
que limita a capacidade de diagnoéstico laboratorial para atender a demanda hospitalar. Neste
contexto, a técnica de amplificacdo mediada por circuito isotérmico (RT-LAMP-PCR) tem se
mostrado resolutiva. Trata-se de um teste simples e que ndo requer o uso de termocicladores, ¢
uma técnica de amplificacdo de nucleotideos rapida, acurada e com um excelente custo-
beneficio. Diante dessas vantagens, o método do LAMP ja estd sendo comercializado sob a
forma de kits e utilizado na rotina de servigos de vigilancia epidemiologica para detec¢ao de
alguns agentes infecciosos, mas ainda ndo foi desenvolvida para o MAYV (Lau et al., 2015;
Lopez-Jimena et al., 2018). Recentemente, nosso grupo desenvolveu um ensaio de LAMP de
unico passo para o diagndstico do virus Zika (SILVA et al., 2019). Aqui, pretendemos expandir
nossos esforgos iniciais e aplicar a tecnologia para o diagnostico do MAYV contribuindo
significativamente para o estabelecimento de um programa de vigilancia do MAYV em
humanos e em insetos vetores, € para o controle da doenga em todo o pais.

Dessa forma, pretende-se validar uma técnica de baixo custo para o diagnostico de
MAYYV. Além de seu impacto direto no controle de possiveis epidemias de MAY'V, este projeto
permitird o desenvolvimento de uma plataforma de diagnostico com grande potencial inovador,
contribuindo para melhoria da saude humana e para o retardo da propagacao de um possivel

surto de MAY'V inclusive em regides remotas € menos estruturadas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o potencial do RT-LAMP-PCR para deteccdo do virus Mayaro em amostras

humanas (soro, urina e saliva) e em mosquitos (4edes aegypti) infectados experimentalmente?
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5 HIPOTESE

O RT-LAMP-PCR ¢ uma ferramenta molecular de baixo custo, sensivel, especifica e

promissora para o diagnostico do MAYV em amostras humanas e de mosquitos.
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6 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e padronizar a técnica de amplificagdo mediada por circuito isotérmico

(RT-LAMP-PCR) para a detec¢ao molecular do MAYV em amostras de humanos e mosquitos.

6.1 Objetivos Especificos

a) Desenvolver e padronizar a técnica de RT-LAMP-PCR para a detec¢do de MAYV
em amostras humanas (soro, urina e saliva);

b) Desenvolver e padronizar a técnica de RT-LAMP-PCR para a detec¢ao viral em
mosquitos experimentalmente infectados com o MAY'V;

c¢) Comparar a sensibilidade e especificidade do RT-LAMP-PCR com o RT-qPCR
para a detec¢do de MAY'V;

d) Demonstrar as diferencas de custos entre as técnicas de RT-LAMP-PCR e RT-
qPCR para o diagndstico do MAY'V.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O presente topico descreve todos os métodos utilizados no decorrer do trabalho. Neste
espaco ¢ descrito a cepa viral; titulagdo por ensaio de placa; extragdo de RNA; desenho de
primers para o RT-LAMP; RT-LAMP; qRT-PCR; infec¢do ex vivo de amostras clinicas com o
MAYYV; deteccdo do MAYV em amostras de culideos vetores; avaliagdo da especificidade dos
primers para o RT-LAMP; avaliacdo da sensibilidade do RT-LAMP para a detecgdo do MAY'V;
compara¢do dos custos do RT-LAMP-PCR e do RT-qPCR; consideracdes éticas e analises

estatisticas.

7.1 Cepa viral

Em todos os experimentos, foi utilizada a cepa do MAYV denominada Mayaro virus
isolate MT/SINOP/210/2011. Essa cepa foi isolada em cultura celular através da inoculagdo do
soro de um paciente infectado pelo MAYV em 2011 na cidade de Sinop, Mato Grosso (Vieira
et al., 2015). Apds o isolamento, o virus foi gentilmente cedido pela Dra. Roberta Bronzoni
para o realizarmos esse e outros estudos. Os estoques virais foram produzidos em células Vero
e armazenado a -80°C na Cole¢ao de Virus do Departamento de Virologia da Fiocruz/PE até o

momento do uso.

7.2 Titulacao viral por ensaio de placa

As células Vero foram distribuidas na concentragdo de 1,5 x 10° células por pogo de
placas de 24 pocos e incubadas a 37°C, com 5% CO,, por 24 horas. Dilui¢des seriadas de razao
10 das amostras do estoque viral foram preparadas em meio DMEM e inoculadas (0,2 mL por
pogo) nas células, seguido de incubagdo nas mesmas condigdes anteriormente descritas. Apds
1 hora de adsor¢do, 2 mL de carboximetilcelulose a 1% pen/strep (Sigma-Aldrich), diluidos em
DMEM suplementado com 2% de SFB, foram adicionados nos pocos contendo as células
infectadas. Apds 48 horas de incubagdo, as células foram fixadas com uma solugdo de
Formaldeido a 10% e visualizadas ap6s coloragdo da monocamada com solucdo contend 1% de

cristal violeta.

7.3 Extracio de RNA

O RNA total das amostras foi extraido a partir de 140uL de amostra (urina, soro, saliva

ou macerado de mosquito) utilizando-se o kit de extragdo RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo
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com as instrugdes do fabricante. O RNA foi eluido em um volume final de 60pl e estocado em
freezer -80°C para realizacdo dos ensaios moleculares. O RNA obtido foi quantificado

utilizando o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

7.4 Desenho dos primers para o RT-LAMP-PCR

O primers para o RT-LAMP-PCR foram desenhados com o auxilio do programa
PrimerExplorer V4 (http://primerexplorer.jp/e/), o qual foi desenvolvido especificamente para
o desenho de primers para LAMP, baseando-se na sequéncia consenso de todas as cepas do

MAYYV disponiveis no Genbank.

7.5 RT-LAMP-PCR

Inicialmente, foram padronizadas todas as concentragdes dos reagentes, bem como
todas as condi¢des do ensaio RT-LAMP-PCR. A otimizagdo da temperatura de reacdo foi
avaliada sob as seguintes temperaturas (50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 68°C, 70°C, 72°C e 75° C) e
o tempo de incubagdo sob os seguintes tempos (10 min, 15min, 20 min, 25min, 30 min). Quanto
aos reagentes, foram otimizadas as concentra¢des 6timas de Mg*" (2 mM, 4 mM, 6 mM, 8mM
e 10 mM), enzima Bst 3.0 (0,04 U/ul, 0,08 U/ul, 0,12 U/ul, 0,16 U/ul, 0,2 U/ul, 0,24 U/ul, 0,28
U/ul e 0,32 U/ul) e dNTPs (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1,0 mM, 1,2 mM, 1,4 mM, 1,6 mM, 1,8
mM e 2,0 mM). Apo6s a otimizagdo de todos os pardmetros e condicdes do RT-LAMP, os
experimentos foram realizados conforme descrito abaixo.

As reagdes de RT-LAMP-PCR foram realizadas em triplicata em um volume total de
25 pl contendo 1x Tampao de Amplificagdo Isotérmica, 6 mM MgSO4, 0,12 U/ul de Bst DNA
polimerase [versdo 3.0 WarmStart; New England Biolabs (NEB)], trifosfatos de
desoxinucleotideos 1,8 mM (dNTPs) (ThermoFisher Scientific), 1,6 uM de FIP, 1,6 uM de BIP,
0.2 uM de F3, 0,2 uM de B3, 0,4 uM de LF, 0,4 uM de LB e 5 pL de amostra (controle sem
molde - NTC ou amostras sem extragdo de RNA). A fim de visualizar as reacdes positivas e
evitar uma possivel contaminagdo, 1 uL. de SYBR Green I (ThermoFisher Scientific), diluido
em agua livre de RNAase (Promega) na propor¢ao de 1:10, foi adicionado no centro das tampas
dos tubos de reacdo antes do periodo de incubagdo. Apos o término do tempo de incubagdo, o
SYBR contido na tampa do tubo foi misturado com a amostra.

As reagdes foram incubadas a 70°C durante 30 minutos em um termobloco e em seguida
foram inativadas a 80°C durante 5 minutos. Para avaliar a performance do ensaio para

aplicagdes point-of-care, todo o estabelecimento e execu¢do de reagdes do RT-LAMP foram
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realizadas em uma bancada de laboratdério convencional utilizando pipetas e ponteiras com
filtro. O registro e andlise das imagens ocorreram em salas separadas. Todos os experimentos
foram replicados independentemente pelo menos trés vezes.

Apo6s a incubagdo, as reacdes dos produtos RT-LAMP foram detectadas usando trés
métodos diferentes. No primeiro, os produtos foram observados a olho nu, sob luz natural, e
fotografados usando uma camera convencional de celular (iPhone, Apple). A utilizagdo do
SYBR Green, intercalante de DNA, permite que seja visualizada uma mudanga de cor de laranja
para amarelo esverdeado para identificar a amostra positiva, enquanto uma amostra negativa
permaneceu laranja. O segundo método foi a analise visual de tubos de reagdo sob irradiagdo
com luz ultravioleta (UV), utilizando um transiluminador (modelo UVB LTB 20 x 20 STV,
Loccus Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) acoplado a uma cadmera e conectado a um
computador. Nesse método, as amostras negativas ficaram azuis escuras e as reagdes positivas,
fluorescentes. No terceiro método, os amplicons do RT-LAMP foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (2,0%) em tampao TAE 1x, seguido de coloragdo com GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) (diluido em 4gua ultrapura 1:500) e visualizagdo do gel com
transiluminador. Para a andlise por eletroforese, utilizou-se o DNA Ladder de 1 kb Plus

(ThermoFisher Scientific) como marcador de peso molecular do DNA.

7.6 RT-qPCR

As amostras com MAY'V foram testadas quanto a positividade de infeccdo pela técnica
de RT-qPCR, empregando-se primers e protocolos previamente descritos, com pequenas
modifica¢des (Waggoner et al., 2018). Em resumo, para as reagdes de RT-qPCR foi utilizado
o Kit QuantiTect Probe RT-PCR (QIAGEN, Alemanha), o qual transcreve o RNA em cDNA,
bem como amplifica 0 DNA em um Unico passo, minimizando possiveis contaminag¢des. Para
cada reacdo foram utilizados 5ul do Buffer 5x QIAGEN One Step RT-PCR, 1ul de ANTP Mix
10mM, 0,5uM de cada primer, 1ul de QTAGEN One Step RT-PCR Enzime Mix e 3ul de RNA
extraido conforme descrito anteriormente. As etapas de ciclagem foram 45°C por 15 minutos
para realizagdo da transcricdo reversa, 95°C por 5 minutos para inativacdo da enzima
transcriptase reversa, seguidos de 45 ciclos de 95°C por 5 segundos, 55°C por 25 segundos e

68°C por 25 segundos, para amplificacdo do DNA.

7.7 Deteccao do MAYV em amostras clinicas
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Para avaliar a detecgao viral em amostras clinicas, amostras de soro, urina ¢ saliva foram
obtidas de seis voluntarios saudaveis (resultado negativo para MAYV por RT-qPCR) e
infectadas no laboratério com 1x10° ou 1x10° pfu/mL do MAY'V, simulando uma situagéo de
alta e baixa carga viral, respectivamente. Apos incubagdo a temperatura ambiente por 1 hora, a
amostra foi submetida diretamente ao ensaio de RT-LAMP. O RNA viral das amostras também

foi extraido para realizar os ensaios de RT-qPCR.

7.8 Deteccao do MAYV em amostras de culideos

Foram utilizados mosquitos da espécie A. aegypti, mantidos em coldnia nas instalagdes
do insetario do Laboratdrio de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) / Fiocruz-PE
desde 1996, sob condi¢des padrio (temperatura, 26°C + 1°C; umidade relativa do ar de 60 a
80% e fotoperiodo 12:12 h C/E). Para avaliar a habilidade do RT-LAMP em detectar o MAYV
em amostras de mosquitos, pools de mosquitos obtidos de 4. aegypti (n = 10) foram
homogeneizados em 300uL de agua livre de RNAse e, em seguida, infectados com 1x10° ou
1x10° PFU/mL do MAYV simulando uma situagdo de alta e baixa carga viral, respectivamente.
Apos incubacgdo a temperature ambiente durante 1 hora, as amostras foram diretamente testadas
através do RT-LAMP-PCR seguindo o mesmo procedimento realizado com as amostras

humanas.

7.9 Avaliacao da especificidade analitica do RT-LAMP-PCR

Para avaliar a especificidade analitica dos primers desenhados para MAY'V frente a
outros arbovirus de importdncia médica para o Brasil, foramrealizados ensaios para testar a
reatividade cruzada com outros arbovirus, incluindo os quatro sorotipos de dengue (DENV 1-
4), o virus da febre amarela, chikungunya e zika.

Inicialmente, foi realizada uma infeccao artificial (“spike viral”’) de todos os arbovirus
descritos acima em soro de voluntarios saudaveis. Apds a infeccdo, as amostras sforam
incubadas a temperatura ambiente por 1 hora e em seguida utilizadas para o ensaio do RT-

LAMP utilizando os mesmos primers e condi¢des utilizadas para o MAYV (Figura 4).
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Figura 4 — Representagdo esquematica da metodologia utilizada para a avaliagdo da especificidade analitica do
RT-LAMP para deteccdo do MAYV
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Fonte: A autora.

Legenda: Para avaliar a especificidade do RT-LAMP para a detecgdo do MAYV em amostras de humanos, o soro
de voluntarios saudaveis sera infectado artificialmente com varios arbovirus, incluindo DENV-1, DENV-2,
DENV-3, DENV-4, YFV, CHIKV, ZIKV ¢ MAYV. Apds a infecgdo, as amostras serdo incubadas a temperatura
ambiente por 1 hora e em seguida serdo utilizadas para a realiza¢do do ensaio de RT-LAMP.

7.10 Avaliacao da sensibilidade analitica do RT-LAMP-PCR

A sensibilidade analitica (limite de deteccdo) do RT-LAMP-PCR para a detec¢do do
MAYYV foi calculada com base na tltima diluicdo em que o genoma viral foi detectado em todas
as repeticdes do teste. Para analisar o limite de deteccdo em amostras de humanos, a cepa de
MAYYV foi diluida em série na base de 10 vezes em soro de pacientes saudaveis. A concentragao
de virus nas amostras infectadas variou de 10° PFU/mL a 10”7 PFU (F igura 5). Ap6s a diluigdo,
as amostras foram diretamente testadas por RT-LAMP sem a necessidade de extragdo do RNA.
Para comparar os resultados do RT-LAMP com a técnica atualmente mais utilizada para o
diagnostico de arboviroses, 0 RNA viral foi extraido das mesmas diluigdes e posteriormente
testadas por RT-qPCR (Waggoner et al., 2018). A curva-padrio foi feita a partir de triplicatas

de cada diluicdo em trés experimentos independentes.
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Figura 5 — Representagdo esquematica da metodologia utilizada para a avaliagdo da sensibilidade analitica do RT-
LAMP para detec¢do do MAYV
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Legenda: Para avaliar a sensibilidade analitica (limite de detec¢do) do RT-LAMP em amostras de humanos,
MAYYV sera diluido em série na base de 10 vezes em soro de pacientes saudaveis para a deteccdo do MAYV em
amostras de humanos. A concentragdo de virus nas amostras infectadas vai variar de 10° PFU/mL a 107 PFU. Apos
a diluicdo, as amostras serdo diretamente testadas por RT-LAMP.

7.11 Comparacgio dos custos do RT-LAMP-PCR e do RT-qPCR

Para analisar os custos entre os reagentes de ambas as técnicas, incluindo aqueles
utilizados para visualizag¢ao dos resultados, foi feito o calculo do valor, em reais, para realizacao
de cada reacdo. Os calculos foram baseados nos valores de compra de cada reagente no mercado

brasileiro.

7.12 Consideracoes éticas

Os estudos envolvendo amostras de pacientes seguiram estritamente as normas vigentes
estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz/PE e cumpriram todas as
exigéncias da Resolucdo n° 466/12 Conselho Nacional de Saude (CNS). Foi elaborado um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para todos os individuos que
concordaram em participar da pesquisa. O projeto foi aprovado pelo CEP sob o nimero CAAE:

43877521.4.0000.5195 e ntimero do parecer: 4.570.438.

7.13 Analises estatisticas

A analise de probit foi realizada para calcular o limite de detec¢do do RT-LAMP-PCR
para o MAYV usando o software MedCalc (versdo 18.11, MedCalc Software, Ostend, Bélgica).
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8 RESULTADOS

O presente topico descreve os resultados obtidos no decorrer do trabalho.

8.1 Desenho dos primers para deteccio de MAYYV por RT-LAMP

Para desenhar os primers utilizados no RT-LAMP especificos para as cepas de MAY'V,
alinhamos e analisamos sequéncias gendmicas completas de MAY'V (31 sequéncias), CHIKV
(22 sequéncias, sendo 5 representadas na Figura 6), WEEV (1 sequéncia), VEEV (1 sequéncia),
EEEV (1 sequéncia), DENV 1-4 (4 sequéncias), e ZIKV (1 sequéncia). A sequéncia da posi¢ao
91 a 518, regido de codificacdo da proteina nspl, foi selecionada para desenhar os primers
devido a sua alta similaridade entre os diferentes isolados de MAYV e divergéncia em relagao
aos outros Alphavirus e Flavivirus analisados (Figura 6). Os seis primers para RT-LAMP foram
desenhados com auxilio do software PrimerExplorer V4 (http://primerexplorer.jp/e/), e sua
localiza¢do no genoma esté representada na Figura 7. Uma pesquisa BLAST do banco de dados
de nucleotideos GenBank foi realizada utilizando-se as sequéncias dos primers selecionados
para verificar a especificidade. Os primers utilizados no ensaio de RT-LAMP foram
sintetizados por um fornecedor comercial (IDT, Coralville, IA) e estdo demonstrados no Quadro

1 juntamente com as concentragdes utilizadas na reagao.

Quadro 1 - Sequéncias e concentragdes dos primers desenhados para detec¢do de MAY'V por

RT-LAMP

Primer Sequéncia (5°-3°) Concentragdo (uUM)

F3 GTCACACCGAACGACCATG 0,2 uM

B3 TCAACGACTTCGCCTGATG 0,2 uM

FIP GGTGCACTGCCAATATCCAGGAGCATTC | 1,6 uM
TCGCATCTGGCTAC

BIP ACACATACCATTGCGTGTGCCCGGCCAA | 1,6 uM
CTTCCTGGCATAA

LF GTGTGTCTTTTTCTGTCTCTTGCT 0,4 uM

LB GCTGAGGACCCAGAGCGTCT 0,4 uM

Fonte: A autora
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Figura 6 — Alinhamento das sequéncias de isolados de MAYV, CHIKV, WEEV, VEEV, EEEV, DENV 1-4 ¢ ZIKV
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2 TTErCCCe: e A R, e
CHIKV 2 22 e ifeleleres 2 O S R, e
e rTarccce: e I NS e
TadTieNNe C e caa Relunlete C 2 el
EEEV = ] i [ C
VEEV i . 2 [5: i 2 2WrecaTcreecs % B TiE Tl 2 eawlele 2|
WEEV = fe e d&= Y Ecacyn.

ZIKV %= CC2

DENV 14 { E

Fonte: A autora.

Legenda: Para desenhar os primers utilizados no RT-LAMP especificos para as cepas de MAY'V, alinhamos e analisamos sequéncias gendmicas completas de MAYV, CHIKV,
WEEV, VEEV, EEEV, DENV 1-4 ¢ ZIKV. A sequéncia da posi¢do 91 a 518, regido de codificagdo da proteina nsp1, foi selecionada para desenhar os primers devido a sua alta
similaridade entre os diferentes isolados de MAY'V e divergéncia em relagdo aos outros.
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Figura 7 — Regides do genoma de MAY'V onde os primers se anelam

Regides onde os primers se anelam

Z T T T T P P TP S
GITACACCAARTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCIGGCTACTAARATTIGATAGAGCARAGAGACCGARAAAAGACACACTICATCCTIGGRATATCGGCAGTGCGCCTIGAGRARTGATGICTGAGCACACGTACCATIGTIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTGCTGTATTIATGCCAGGRAGTTAGCCARCAG TCAACICCTTCA
CIibCACCiAniTCCIAACCC:ACrCCATTCTCCCAICICCCTACiA&AIICATACACC‘ACACAC;CAAAA CACACACICAICCICCATnIiCCCACTCCi CACAATCHICICICACCACnCiIkCCATTC.CICICCCCAATCCCCACCCCTCACCACCCACACCCTCICCICIATTATCCCrCCAACTT. CCAACAG .CAACICCTTCA
CTSACACCEARSTGCTAACGCHAGAGCATICTICGCATCTGGCTACEARATTGATAGAGCAAGAGACEGARARRAGACACACTCATCCTGGATATHGGCAGTGCECCEGAGARTGATGTCTGAGCACAC IACCATTGgGIGIGCCCALIGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGICTGCIGTATTAIGCEAGGAAGTI;GCCAECAGGgGAAGICGTTGA
GTITACACCARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCTIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARGAGACCGARAAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGRAGRARATGATGTICTGAGCACACCTACCATIGTIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCETCTIGCIGTATIATCCHAGGAAGTTAGCCARCAGCTIGRAAGTCGTTGA
GTEACACCEABEIGCTAECGCEAGBGCATTCICGCAICTGGCIACEAAAITGATAGAGCAAGAGACEGAAAAAGACACECTCAICCTGGAIATEGGCAGTGC;CC;GAGAATGBTGICIGAGCACBCEIBCCATTGIGTGIGCCCAAIGCGCAGCGCTGAGGACCCRGAGCGICTGCIGTATTATGCCAGGAAGITEGCCAACAGG!GBAGICGTTGA
GTITACACCARATIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARAGAGACCGARAAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGAGRARATGATGTICTGAGCACACGTACCATIGIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTIGCTIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGCTGRAAGTICGTITGA
GIIACACCAAATIGCTAACGCCAGAGCATTCTCGCAICTGGCTACTAAAITGATAGAGCAAGAGACCGAAAAAGACACACTCAICCTGGATATCGGCAGTGCGCCTGAGAATGATGICIGAGCACACGIACCATTGTGTGIGCCCAATGCGCAGCGCTGEGGACCCAGAGCGTCTGCIGTATTATGCiAGGAAGTTAGCCAACAGGTGAAGICGTTGA
GTITACACCAARRTIGCTAACGCCAGAGCATICTICGCATCTIGGCTACTARATTIGATAGAGCARGAGACCGARAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGRGRARTGATGTICTGAGCACACGTACCATIGIGTIGTIGCCCAARTGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTICTIGCTIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGGTGRAAGTICGTTIGA
GTEACACCEAAEIGCIAACGCEAGAGCATTCTCGCAICIGGCTAC!AAAIIGATAGAGCAAGAGAC!GAAAAAGACACACICAICCIGGATATEGGCAGTGC!CC!GAGAATGAIGICIGAGCACAC!IACCATTG GIGIGCCCAETGCGCRGCGCTGEGGACCCAGAGCGTCIGCIGIATTATGCCAGGAAGTTEGCCAACAG
GITACACCAAATIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCIGGCTACTAARATTIGATAGAGCARAGAGACCGARARAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTIGCGCCTIGAGARTGATGICTIGAGCACACGTACCATIGIGIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTICTGCTIGTATTATGCCAGGARGTTAGCCARCAGCGTGAAGTCGTTIGA
GTEACACCEAAgIGCTAACGCEAGAGCATTCTCGCAICIGGCTACEAAATTGATAGAGCAAGAGAC!GAAAAAGACACECICAICCTGGRTAIEGGCAGTGC!CC;GAGAATGAIGICIGAGCACAC;IACCATTGTGIGIGCCCALTGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTGCTGTATTATGCCAGGAAGTTEGCCAACAGGgGAAGICGTTGA
GTITACACCAARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCTIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARGAGACCGARAAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGRAGRARATGATGTICTGAGCACACCTACCATIGTIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCETCTIGCTIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGCTGRAAGTCGTTGA
GTITACACCARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARGAGACCGARAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGAGRARATGATGTICTGAGCACACGTACCATIGTIGIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTGCIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGCGTGRAAGTICGTITGA
GITACACCARARTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARAGAGACCGAAAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGAGRARATGATGTICTGAGCACACGTACCATIGTIGIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTIGCIGTATTIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGCTGRAAGTICGTTIGA
GTITACACCARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCTIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARGAGACCGARAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGRGRARTGATGTICTGAGCACACGTACCATIGTIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTICTIGCTIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGGTGRAAGTICGTTIGA
GTIACACCAAATIGCIAACGCCAGAGCATTCTCGCAICIGGCTACIAAAIICATACACCAACACACCCAAAAACACACACTCATCCICCATAICCCCACTCCCCCICACAATC*ICTCIChLCACnCCIACChTTCTCICTCCCCAATCCCCACCCCTCACCACCChCACCCTCICCICIATTATCCCACChACTTnCCCAhCACCTCAACICCTTCA

GTRACACCARATIGCTAACGCCAGAGCATICTCGCATCTGGCTACTAAATTGATAGAGCARGAGACCCARAAAGACACACTCATCCTGCATATCGECAGTCCCCCTGAGAAT CICICACCACHCCIACCATTCTCICICCCCAATCCCCACCCCTCACCACCCHCACCCTCICCICIATTATCCngCAACTTnCCCAACACCTCAACICCTTCA
GI.ACACC:AA=IGCIAACGC'AGAGCATTCICGCAICTGGCTACEAAAITGATAGHGCAAGAGAC;GHAAAAGACACACICAICCIGGAIHI GGCAGTGC?CC CACAATCHICICICACCACnciIrCCATTC CICICCCCAATCCCCACCCCTCACCACCCACACCCICICCICIATTAICCCrCCAACTTi CCARCAG iCAACICCTTCA

CTSACACCEARSTGCTAACGCHAGAGCATICTCGCATCTGGCTACEARATTGATAGAGCAAGAGACEGARARRGACACACTCATCCTGGATATHGGCAGTGCECCEGAGAATGATGTCTGAGCACACETACCATIGECTGTGCCCARTGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCEGTCTGCTGTATTATGCCAGGARGTTEGCCAACAGGRGRAAGTCCTTIGA
GTITACACCARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCTIGGCTACTAAATTIGATAGAGCARGAGACCGAAAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGTGCGCCTIGRAGRARATGATGTICTGAGCACACGTACCATIGTIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCETCTIGCIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGCTGRAAGTCGTTIGA
CIIRCACCAABTICCTAACGCCACACCATTCICGCAICTCGCIACTAAAITCATAGBCCAACACACCGAAAAACACACACTCAICCTCGAIBTCCCCACTGCGCCTChCAATGBTCICICACCACBCCIACCATTGIGTCICCCCAAIGCCCACCCCTGAGGACCCRCAGCGICTCCICTATTATGC!ACCAAGTIAGCCAhCAEGTGAACICCTTGA
GITACACCARATIGCTAACGCCAGAGCATICTCGCATCTGGCTACTARATTIGATAGAGCAAGAGACCGAARAAGACACACTCATCCTGGARATCGECAGTGCGCCTGAGAATGATGTCTGAGCACACGTACCATIGTGTIGTGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTCTGCTGTATTATGCCAGGAAGTTAGCCAACAGG]
GITACACCAARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCTIGGCTACTAARATIGATAGAGCARGAGACCGARAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCAGSGCGCCTIGRGRARTGATGTICTGAGCACACGTACCATIGTIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTICTIGCTIGTATIATGCCAGGAAGTTAGCCARCAGGTGRAAGTICGTTIGA
GITACACCAARRTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCATCTIGGCTACTAARATTIGATAGAGCARGAGACCGARAAAAGACACACTICATCCTIGGATATCGGCA!
CIHACACCEAﬂlICCIAACCC’ACrCCATTCTCCCAICICCCTAC!AAAIICATACnCCAACACAC!CnAAAACACACACICAICCICCATHT=CCCHCTCC!CC!CHCAATCnICICICACCECnCEIkCCATTC GTGTECCCARTGCECAGCECTGAGEACCCAGAGCETCTGCTETATTATGCCAGCGARGTTEGCCARCAG i
CTSACACCAARTIGCTAACGCCAGAGCATICTCGCATCTGGCTACTARATTGATAGAGCAAGAGACCGARRARRGACACACTCATCCTGGATATCGGCAGTGCGCCTGAGRAAT GICTGAGCACACGTACCATTIGTIGIGTIGCCCARTGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTICTGCTGTATTATGCCAGGAAGTTEGCCARCAGGSGARGTCCTIGA
GITACACCRARTIGCTAACGCCAGAGCATICICGCAICICG

iAAiICCTAAHCCHACACCATTCTCCCAICTCCCTACEAAHTTCATACACCAhCACAF CAAAAACACAFiCTCAICCTCCATATCCCCACTCC CCEGAGARTGATGICIGAGCACAC IhCChTTCTCTCICCCCAATCCCCACCCCTCECCACCCACACFLTCTCCICTATTATCCA CCAACTT. CHhACACClCARCTCCTTCE
GTSACECCERRSTGCTAARGCRAGAGCATICTICGCATCTIGGCTACEARATTIGATAGAGCARGAGACEGARAAAGACACECTCATCCTIGGATATCGGCAGTGCECCRGRGRARTGATGTICTGAGCACACETACCATIGIGTIGTIGCCCAATGCGCAGCGCTGAGGACCCAGAGCGTICTIGCTIGTATIATGCRAGGAAGTTEGCAARCACGGSGAAGTICGTITIGA

184-202 214-233 272-293 317-338 - 375-393 - 398-416
F3 F2 — Flc Ble —_— B2 B3
245-263 349-368
LF LB

Fonte: A autora.

Legenda: Alinhamento das 31 sequéncias gendmicas completas de MAY V. As setas indicam as posigdes onde os primers se anelam (F3: posi¢do 184-202; B3: posigdo 398-
416; FIP = Flc + F2: posigdes 272-293 e 214-233, respectivamente; BIP = Blc + B2: posi¢des 317-338 e 375-393, respectivamente; LF: posi¢cdo 245-263; e LB posi¢ao 349-
393). As posicdes s@o correspondentes ao alinhamento das sequéncias gendmicas completas de MAYV, CHIKV, WEEV, VEEV, EEEV, DENV 1-4 ¢ ZIKV.
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8.2 Titulacio do virus

O estoque viral de MAY'V que foi utilizado nos experimentos foi titulado por ensaio de
placa e o titulo obtido foi de 6,8 x 10° unidades formadoras de placa por mililitro de

sobrenadante celular (PFU/mL) (Figura 8).

Figura 8 — Titulagdo do MAY'V por ensaio de placa

»
1]
c
.
>
13

Fonte: A autora.
Legenda: Para titulagdo do virus, foi realizado ensaio de placa em células Vero. O titulo viral foi expresso em
PFU/mL. CC = controle celular.

8.3 Otimizacao dos parametros do ensaio de RT-LAMP

As condigdes do ensaio RT-LAMP e as concentragdes dos reagentes foram otimizadas
a fim de padronizar as melhores condi¢gdes a serem utilizadas no ensaio. As reagdes foram
realizadas sob temperaturas variando de 50° C a 75° C e o tempo de incubacdo variando entre
10 min a 30 min. Quanto aos reagentes, foram otimizadas as concentragdes 6timas de Mg **
(variando de 2 mM a 10 mM), enzima Bst 3.0 (variando de 0,04 U/ul a 0,32 U/ul ) e dNTPs
(variando de 0,4 mM a 2,0 mM). Além disso, foi verificado se todos os primers, incluindo os
externos (F3 e B3), internos (FIP e BIP) e do loop (LF e LB) eram necessarios para a execugao
do ensaio RT-LAMP. Os melhores resultados de amplificagao foram obtidos a 70°C por 30 min
de incubacao (Figura 9 A-B). Em relacdo aos reagentes, as concentragdes 6timas foram 6 mM,

0,12 U/ul da enzima e 1,8 mM, respectivamente para os reagentes Mg, enzima Bst 3.0 e
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dNTPs (Figura 9 C-D-E). Também foi observado que a reacao ndo necessita de todos os primers
para o desempenho, funcionando sem os primers do loop (LF e LB) (Figura 9 F). Apos a
realizacdo da otimizagdo de todos os parametros, um protocolo padrao foi estabelecido para a

execucao dos experimentos subsequentes.
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Figura 9 — Otimizag¢ao das condi¢des de ensaio do RT- LAMP e concentragdo dos reagentes

A TEMPO DA REACAO B TEMPERATURA DA REACAO

C

Fonte: A autora.

Legenda: Todas as concentragdes dos reagentes, bem como todas as condi¢cdes do ensaio RT-LAMP foram
otimizadas e estabelecidas. As rea¢des foram realizadas sob tempo de incubagdo variando entre 10 min a 30 min
(A) e temperaturas variando de 50°C a 75°C (B). Quanto aos reagentes, foram otimizadas as concentragdes 6timas
de dNTPs (variando de 0,4 mM a 2,0 mM) (C), Mg2+ (variando de 2 mM a 10 mM) (D) e enzima Bst 3.0 (variando
de 0,04 U/ul a 0,32 U/ul) (E). Além disso, foi observado que a reagdo ndo necessita de todos os primers para o
desempenho, funcionando sem os primers do loop (LF e LB) (F). Os resultados do RT-LAMP foram observados
por mudanca de cor visual dos produtos no tubo de reacéo, sob irradiagdo UV e através de eletroforese em gel.
Legendas: NTC (controle sem molde): agua; M: marcador de peso molecular.
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8.4 Detec¢do de MAYV em amostras humanas e de mosquitos

Em seguida, foi avaliada a capacidade do RT-LAMP-PCR em diagnosticar MAYV em
amostras humanas e de mosquitos. Para avaliar as amostras de mosquitos, foi realizado um
macerado bruto de Ae. aegypti infectados com uma alta (1x10° PFU/mL) ou baixa (1x10°
PFU/mL) carga viral. Ap6s 1 hora de incubagdo a temperatura ambiente, as amostras foram
diretamente testadas através do RT-LAMP-PCR, sem a necessidade de extragdo do RNA das
amostras.

Para avaliar as amostras humanas (soro, urina e saliva), estas foram infectadas com uma
alta (1x10° PFU/mL) ou baixa (1x10° PFU/mL) carga viral. Apés 1 hora de incubagio a
temperatura ambiente, as amostras foram diretamente testadas através do RT-LAMP-PCR, sem
a necessidade de extracdo do RNA das amostras.

O ensaio do RT-LAMP-PCR foi positivo para ambas as cargas virais testadas, em todas
as amostras (Figura 10 e Figura 11). Além disso, foi observado que a extragdo de RNA nao
alterou o limite de detec¢ao do RT-LAMP-PCR (dados ndao mostrados). Os resultados do RT-
LAMP-PCR foram confirmados por RT-qPCR, através dos quais o valor de Cq foi de 15,1 e
26,1 em amostras de soro, 14,5 e 25,2 em amostras de urina, 16,7 ¢ 26,4 em amostras de saliva

e 18,1 e 28,4 em amostras de mosquitos para alta e baixa carga viral, respectivamente.
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Figura 10 — Detecgdo de MAY'V em amostras humanas (soro, urina e saliva) infectadas experimentalmente

Soro

A

1 2 3 4
T T . _
b
ND ND 151 261
J
D 1 2 3 4
. - ——
" R = =
ND ND 145 252 ND ND 145 252
G 1 2 3 4 I 1 2 3 4
e e Deem .mRsg r“

ND ND 16,7 26,4
Cycle quantification (Cq)

ND ND 16,7 264

Fonte: A autora

Legenda: Detecgdo de MAYV em amostras humanas e de mosquitos. Amostras biologicas humanas, (urina, soro
e saliva) foram infectadas experimentalmente com alta (1 x 10° PFU / mL) ou baixa (1 x 10’ PFU/mL) carga viral
e avaliadas diretamente por RT-LAMP-PCR sem extracdo de RNA. Os resultados do RT-LAMP-PCR foram
observados por altera¢do colorimétrica dos produtos no tubo de reagdo e por eletroforese em gel. Os produtos da
amplificagdo foram observados na luz branca (A, D e G), a olho nu (B, E e H), sob irradiagdo UV (C,Fel) e
eletroforese em gel de agarose (J). As legendas em (A-I) sdo: (1) NTC (controle sem molde): agua; (2): amostra
bioldgica (soro, urina ou saliva) nio infectada; (3): amostra biolégica (soro, urina ou saliva) infectada com 10°
PFU/mL; (4): amostra biolégica infectada com 10’ PFU/mL. M: marcador de peso molecular.; ND: nio detectavel.
Cor amarelo alaranjado: reag@o negativa para MAYV; Cor amarelo esverdeado: reagdo positiva para MAY'V.
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Figura 11 — Detec¢do de MAY'V em amostras de mosquitos (dedes aegypti) infectadas experimentalmente

Mosquitos

s

ND ND 18,1 284 ND ND 18,1 284

Cycle quantification
(Cq)

Fonte: A autora

Legenda: Detecgdo de MAYV em amostras de mosquitos. Amostras de mosquitos (4e. aegypti) foram infectadas
experimentalmente com alta (1 % 10° PFU / mL) ou baixa (1 x 10° PFU/mL) carga viral e avaliadas diretamente
por RT-LAMP-PCR sem extragdo de RNA. Os resultados do RT-LAMP-PCR foram observados por alteragéo
colorimétrica dos produtos no tubo de reagdo e por eletroforese em gel. Os produtos da amplificagdo foram
observados na luz branca (A), a olho nu (B), sob irradiacdo UV (C) e eletroforese em gel de agarose (D). As
legendas em (A-D) s@o: (1) NTC (controle sem molde): agua; (2): amostra de mosquitos ndo infectada; (3): amostra
de mosquitos infectada com 10° PFU/mL; (4): amostra de mosquitos infectada com 10* PFU/mL. M: marcador de
peso molecular.; ND: ndo detectavel. Cor amarelo alaranjado: reagdo negativa para MAYV; Cor amarelo
esverdeado: reagdo positiva para MAY'V.

8.5 Especificidade analitica do RT-LAMP para detec¢io do MAYV

Para avaliar a especificidade do RT-LAMP-PCR na detec¢do do MAYV em amostras
humanas, os primers foram testados frente a outros arbovirus circulantes no Brasil: CHIKV
(PE2016-480), YFV (17DD), ZIKV cepa asiatica (PE-243), ZIKV cepa africana (MR-766),
DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), DENV-3 (PE/02-95016), DENV-4 (PE/10-
0081) (Quadro 2). Foi realizada uma infec¢do artificial em triplicata de todos os arbovirus
descritos acima em amostras de soro, e foi visto que apenas as amostras de soro infectadas
artificialmente com MAY'V foram positivas no RT-LAMP-PCR (Figura 12). Esses resultados

sugerem que o RT-LAMP-PCR desenvolvido neste trabalho ¢ altamente especifico para
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detec¢do de MAY'V e ndo causa reagdo cruzada entre outros os principais arbovirus circulantes

no Brasil.

Quadro 2 — Arbovirus utilizados para avaliar a especificidade do RT-LAMP-PCR

o Resultado
Codigo de
i & ici RT-
Familia Género Espécie Cepa acesso do
GenBank LAMP-
PCR
Togaviridae | Alphavirus N{f‘lﬁo MT/SINOP/210/2011 | KF305672 +
. PE2016-480 «
. , Chikungunya Nio
Togaviridae | Alphavirus Virus sublicado )
Virus da
Flaviviridae | Flavivirus Febre 17DD DQ100292 }
Amarela
Flaviviridae | Flavivirus Zika Virus PE-243 (asiatica) KX197192 -
Flaviviridae | Flavivirus | Zika Virus MR-766 (africana) AY632535 -
Dengue PE/97-42735
Flaviviridae | Flavivirus Virus, EU259529 _
sorotipo 1
Dengue PE/95-3808
Flaviviridae | Flavivirus Virus, EU259569 _
sorotipo 2
Dengue PE/02-95016
Flaviviridae | Flavivirus Virus, KC425219 i}
sorotipo 3
Dengue PE/10-0081 Nio
Flaviviridae | Flavivirus Virus, ¢ _
. publicado
sorotipo 4

Fonte: A autora.
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Figura 12 — Especificidade analitica do RT-LAMP-PCR para deteccdo de MAYV em amostras de soro infectadas
artificialmente

Fonte: A autora

Legenda: Foi realizada uma infec¢do artificial de diferentes arbovirus circulantes no Brasil (MAYV, CHIKV,
DENV 1-4, YFV, e ZIKV) em amostras de soro. Em seguida, essas amostras foram testadas pelo RT-LAMP-PCR
para avaliar a especificidade dos primers desenhados em detectar apenas 0 MAYV. Os produtos da reagdo foram
observados através do olho nu sob luz natural (A e B), sob irradiagdo UV (C) e eletroforese em gel de agarose (D).
M: marcador de peso molecular. NTC (controle sem molde): agua.

8.6 Sensibilidade analitica do RT-LAMP-PCR para detec¢io do MAYV

Para avaliar o limite de detec¢do do ensaio (sensibilidade analitica), foi realizado o
ensaio de RT-LAMP-PCR em soro humano e em macerado de Ae. aegypti infectados
experimentalmente com MAY'V. Foi realizada uma dilui¢do seriada do MAYV na base de dez
vezes em soro e em mosquitos variando de 10° PFU a 10”7 PFU de MAYV. As amostras foram
testadas diretamente por RT-LAMP-PCR sem extracdo de RNA. O RT-LAMP foi capaz de

detectar uma ampla faixa de concentragdes de virus (de 10° a 10° PFU). A sensibilidade



50

analitica do RT-LAMP-PCR foi 10” PFU/mL (Figura 13 e Figura 15). Considerando as 10
repeti¢des independentes do ensaio da sensibilidade analitica, a andlise de probit revelou que o
limite de detec¢do com intervalo de confianga de 95% de probabilidade do RT-LAMP-PCR
para detec¢do do MAYV em amostras de soro foi de -3,73 logl0 PFU do MAYV (~ 1/5370
PFU) com intervalo de confianca de -4,65 a -1,67 (Tabela 1 e Figura 14). Em amostras de
mosquitos, a analise de Probit revelou que o limite de deteccdo com intervalo de confianga de
95% foi de -1,98 log 10 PFU do MAYV (~ 1/95 PFU) com intervalo de confianca de -3,08 a
0,14 (Tabela 2 e Figura 16).

Em seguida, o RNA viral das mesmas diluigdes foi extraido e testado por RT-qPCR. A
sensibilidade analitica do RT-qPCR foi observada apenas até 10° PFU com um valor Cq de 35,8
em amostras de soro e 38,1 em amostras de Ae. aegypti (Figura 13 e Figura 15). Os
experimentos foram repetidos independentemente 10 vezes para permitir a analise de regressao
probit para determinar com precisdo o limite de deteccdo de RT-LAMP. Resultados de
sensibilidade analitica semelhantes também foram obtidos em amostras de urina e saliva (dados
nao mostrados).

Esses resultados demonstraram em conjunto que o ensaio de RT-LAMP-PCR foi
aproximadamente 1000 vezes mais sensivel que a RT-qPCR descrita por Waggonner para

detec¢do de MAY'V em amostras de soro (Waggonner, 2018).
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Figura 13 — Sensibilidade analitica dor RT-LAMP-PCR para detec¢do de MAYV em amostras de soro

o ® D
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Fonte: A autora.

Legenda: A sensibilidade do RT-LAMP-PCR foi determinada a partir da menor dilui¢do em que o genoma viral
foi detectado através do ensaio. Para o ensaio de sensibilidade analitica, foi realizada uma dilui¢do seriada do
MAYYV na base de 10 vezes em soro (de 10° a 107 PFU/mL) e, em seguida, foram testadas diretamente pelo RT-
LAMP-PCR sem a necessidade de extragdo do RNA. Os produtos de amplificagdo foram observados em luz branca
(A), a olho nu (B) sob irradiagdo UV (C) e eletroforese em gel de agarose (D). M: marcador de peso molecular.
NTC (controle sem molde): 4gua. ND (ndo detectado). Para comparar os resultados do RT-LAMP com uma técnica
utilizada na rotina, o0 RNA viral foi extraido das mesmas diluigdes e testados através da RT-qPCR.



Tabela 1 — Limite de deteccdo do RT-LAMP-PCR em amostras de soro
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Concentracio do Numero de | Numero de resultados Probabilidade de

MAYV replicatas positivos deteccio %
10° 10 10 100
10* 10 10 100
10° 10 10 100
10 10 10 100
10' 10 10 100
10° 10 10 100
10" 10 10 100
10° 10 10 100
10° 10 9 20
107 10 9 20
10° 10 9 20
107 10 8 80
107 10 6 60
10° 10 0 0

Fonte: A autora.
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Figura 14 — Limite de deteccdo do RT-LAMP-PCR em amostras de soro calculado através de analise de Probit
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Fonte: A autora.

Legenda: A analise de Probit foi calculada usando o software MedCalc (versdo 18.11), fornecendo um valor de
C95 (probabilidade de detecgdo 95% em todas as repetigdes) de -3,73 logl0 PFU do MAY'V. Isto indica que o
limite de detecgdo ¢ cerca de -3,73 logl0 (1/5370) PFU/reagdo e que as amostras contendo essa concentragdo
podem ser detectadas em 95% das repeticdes.
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Figura 15 — Sensibilidade analitica dor RT-LAMP-PCR para detec¢do de MAYV em amostras de Aedes aegypti
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Fonte: A autora.

Legenda: A sensibilidade do RT-LAMP-PCR foi determinada a partir da menor diluicdo em que o genoma viral
foi detectado através do ensaio. Para o ensaio de sensibilidade analitica em mosquitos, foi realizada uma dilui¢do
seriada do MAYV na base de 10 vezes em macerado de mosquitos (de 10° a 107 PFU/mL) e, em seguida, foram
testadas diretamente pelo RT-LAMP-PCR sem a necessidade de extragdo do RNA. Os produtos de amplificagéo
foram observados em luz branca (A), a olho nu (B) sob irradiacdo UV (C) e eletroforese em gel de agarose (D).
M: marcador de peso molecular. NTC (controle sem molde): dgua. ND (ndo detectado). Para comparar os
resultados do RT-LAMP com uma técnica utilizada na rotina, o RNA viral foi extraido das mesmas diluigdes e
testados através da RT-qPCR.



Tabela 2 — Limite de detec¢do do RT-LAMP-PCR em amostras de dedes aegypti
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Concentracio do Numero de | Numero de resultados Probabilidade de

MAYV replicatas positivos deteccio %
10° 10 10 100
10° 10 10 100
10° 10 10 100
10° 10 10 100
10! 10 10 100
10° 10 10 100
107! 10 10 100
1072 10 9 20
103 10 8 80
10 10 8 80
1075 10 7 70
10°6 10 6 60
107 10 5 50
10°® 10 0 0

Fonte: A autora.



56

Figura 16 — Limite de detec¢do do RT-LAMP-PCR em amostras de Aedes aegypti calculado através de analise
de Probit
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Fonte: A autora.

Legenda: A analise de Probit foi calculada usando o software MedCalc (versdo 18.11), fornecendo um valor de
C95 (probabilidade de detecgdo 95% em todas as repetigdes) de -1,98 logl0 PFU do MAY'V. Isto indica que o
limite de detecgdo ¢ cerca de -1,98 log10 (1/95) PFU/reagéo e que as amostras contendo essa concentragdo podem
ser detectadas em 95% das repetigdes.

8.7 Determinacio dos custos para realizacido dos ensaios

Foi realizado o calculo do valor, em reais, do custo para a realizacdo de cada reagdo de
RT-LAMP-PCR, de acordo com os valores em reais (R$) de todos os reagentes necessarios
para execucao das técnicas, incluindo aqueles necessarios para visualizagdo dos resultados. Foi
observado que o valor de cada teste por RT-LAMP-PCR foi de aproximadamente R$ 1,55
(Tabela 3), e para realizagdo de cada teste por RT-qPCR foi de cerca de R$ 45,04 (Tabela 4).
Esses resultados sugerem que o custo da nossa ferramenta de diagnostico para MAYV ¢
aproximadamente 29 vezes mais barato quando comparado ao custo de um diagndstico

molecular por RT-qPCR, padrdo ouro para diversas arboviroses no Brasil.
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Tabela 3 — Custo detalhado de cada reacdo para diagnéstico de MAYV através do RT-LAMP-PCR

Reagente Valor (RS) Numero de reacdes |Valor por reacio (R$)
Enzima Bst Dna
Polimerase 3.0 (New 3.092,22 3.000 1,03
England Biolabs)
Set de primers (IDT
Sintese 438,50 3611 0,121
Biotecnologia)
Sybr Green 0.956
(ThermoFisher 2.560,00 10.000 ’
Scientific)
dNTPs (.TheirmoFlsher 654.50 4545 0,144
Scientific)
Agua livre de RNase 108,92 14.285 0,007
(500mL Promega)
Total 1,558

Fonte: A autora.

Tabela 4 — Custo detalhado de cada reacdo para diagnostico de MAYV através da RT-qPCR

Reagente Valor (RS) Numero de reacdes Valor })I(:;)reagﬁo
Kit de Extragdo de 6.829,00 550 27316
RNA (QIAGEN)
Primers e sonda
(Exxtend 527,00 646,4 0.815
Biotecnologia)
Kit OneStep
(Enzima + Mix) 442,00 500 o
Super Script 11 e )
(ThermoFisher
Scientific)
Agua livre de
RNase (500mL 108,92 3.787 0,028
Promega)
Total 45,043

Fonte: A autora.
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9 DISCUSSAO

A deteccao rapida do MAYV em amostras humanas e de mosquitos ¢ de extrema
importancia para o monitoramento da doenga e para compreensao da dindmica viral em regides
favoraveis para circula¢do do virus. Atualmente, o diagndstico da Febre de Mayaro pode ser
realizado por técnicas soroldgicas ou técnicas moleculares como o isolamento viral ou RT-
PCR. Entretanto, o diagndstico diferencial ndo ¢ realizado no cotidiano dos laboratorios de
referéncia, o que pode levar a subnotificagdo da doenca, especialmente em areas de co-
circulacdo de outras arboviroses devido a similaridade entre os sinais ¢ sintomas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020).

Apo6s 13 casos de MAYV serem confirmados em menos de trés meses na Guiana
Francesa em 2020, a Organizacdo Mundial da Satide emitiu uma nota de alerta e destacou a
necessidade do monitoramento de MAY'V através do diagndstico diferencial como vem sendo
realizado para outros arbovirus tais como CHIKV, ZIKV e DENV. Além disso, o nimero
atipico de casos registrados na area urbana (85% dos casos confirmados no pais em 2020)
evidencia a necessidade de investigacdo epidemioldgica, pois pode indicar que o virus esta
circulando longe das areas silvestres e rurais € que uma rota de transmissao urbana pode ser
estabelecida (WHO, 2020; Mackay et al., 2016).

O ensaio de RT-LAMP-PCR descrito ao longo desse trabalho representa uma
plataforma inédita, simples e rapida para detec¢do do MAYV em uma etapa em amostras
humanas de soro, saliva e urina e em amostras de mosquitos Ae. aegypti sem a necessidade de
extracdo de RNA. Até o presente momento, este ¢ o primeiro trabalho onde um ensaio de RT-
LAMP-PCR foi desenvolvido para deteccdo de MAY'V.

Alguns grupos desenvolveram a tecnologia do RT-LAMP-PCR para detec¢do molecular
de outros arbovirus. Nos ensaios desenvolvidos para o diagnostico de CHIKV, membro do
mesmo género e familia de MAY'V, os primers foram desenhados utilizando as sequéncias alvo
da regido E1 (Parida et al., 2007; Lu et al., 2012), 6K e E1 (Lopez-Jimena et al., 2018) ou
regido E1 e nspl (Saechue ef al., 2020). Apos testes utilizando os sets de primers desenhados,
foram selecionados os sets cuja sequéncia alvo foi a regido E1 (Lopez-Jimena et al., 2018;
Saechue et al, 2020). Em contrapartida, no ensaio desenvolvido durante esse trabalho, a
sequéncia alvo selecionada para desenho dos primers foi a regido de codificacdo da proteina
nsp-1 pois foi a regido mais conservada entre as sequéncias gendmicas dos diferentes isolados
de MAYV e divergente em relacdo a outros Alphavirus e Flavivirus analisados e co-circulantes

no Brasil.
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Atualmente, o diagndstico laboratorial do MAY'V depende do contexto epidemioldgico
e ¢ realizado depois que uma amostra suspeita para CHIKV ¢ negativa para CHIKV por RT-
PCR ou apenas positiva quando testada por métodos soroldgicos como ELISA e PRNT (PAHO,
2019). Entretanto essas técnicas apresentam diversas limitagdes, como tempo e custo elevados,
necessidade de equipamentos sofisticados e mao de obra especializada.

Além disso, varios arbovirus como CHIKV, DENV e ZIKV co-circulam em diversas
regides do pais. Uma potencial limitacdo das técnicas soroldgicas disponiveis atualmente € a
possibilidade de reagdo cruzada com outros Alphavirus, especialmente com o CHIKV que
pertence a mesma familia que o MAYV. A infec¢cdo por MAY'V também pode ser erroneamente
diagnosticada clinicamente como DENV e ZIKV devido a similaridade entre os sintomas, o
que pode levar a subnotificagdo da doenga, especialmente durante epidemias desses arbovirus.
Nesse trabalho, desenvolvemos um teste especifico para MAYV, que quando testado frente a
outros arbovirus co-circulantes no Brasil como CHIKV, ZIKV, YFV e os quatro sorotipos de
DENYV nao demonstrou reacao cruzada.

Os limites de detec¢do dos ensaios de RT-LAMP-PCR desenvolvidos para CHIKV
foram de 20, 27 e 10 moléculas de RNA e 8 PFU/tubo detectadas por reacdo em 30, 77, 45 e
30 minutos respectivamente (Parida et al., 2007; Lopez-Jimena et al., 2018; Saechue et al.,
2020). Entretanto, os autores ndo explanaram se esses limites de detec¢do foram calculados
através de andlise de probit ou através de um numero determinado de repeti¢cdes, com exce¢ao
de Lopez-Jimena et al. que reportaram o limite de detec¢do de 163 copias de RNA detectadas
em 40,2 minutos apds analise de probit e 10 copias de RNA detectadas 45 minutos.

Devido a auséncia de ensaios de RT-LAMP-PCR desenvolvidos para MAY'V, torna-se
desafiador comparar a sensibilidade dos nossos ensaios com estudos publicados anteriormente.
No nosso trabalho, o limite de deteccdo foi superior aqueles encontrados nos ensaios
desenvolvidos para CHIKV. O nosso teste foi capaz de detectar 10 PFU/mL em amostras de
soro € mosquitos experimentalmente infectadas com MAYV. A alta quantidade de RNA do
MAYYV liberado no sobrenadante pode explicar a detec¢ao de menos de 1 PFU por RT-LAMP-
PCR, mesmo sem extragao de RNA como observado em ZIKV (Li et al., 2016).

O RT-LAMP-PCR pode ser realizado em um ensaio de uma ou duas etapas. No
protocolo de duas etapas, ¢ necessario além da polimerase Bst DNA ou Bst 2.0 Polimerase
WarmStart, a adicdo de uma enzima transcriptase reversa (RT), sendo geralmente necessario a
extracdo do RNA das amostras antes da realizagdo do ensaio de RT-LAMP-PCR. Esse
protocolo ¢ mais dispendioso pois leva mais tempo, requer maior manipulagdo das amostras e

apresenta um maior custo quando comparado ao protocolo de uma tnica etapa, que utiliza uma
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enzima mais robusta, a Bst 3.0 Polimerase WarmStart. Essa enzima ¢ capaz de manter sua alta
atividade de transcriptase reversa e polimerase mesmo na presenga de inibidores de reagao,
permitindo muitas vezes a utilizacdo de amostras bioldgicas sem tratamento prévio (Lee et al.,
2016; Beckman e Fallon 2012).

Apesar dos métodos soroldgicos e moleculares serem utilizados com maior frequéncia
para o diagnodstico de MAY 'V quando ha suspeita de infeccdo e a amostra € negativa para outros
arbovirus, ainda permanece a necessidade de desenvolvimento de ferramentas mais simples e
especificas e que sejam capazes de detectar MAYV de forma rapida na rotina laboratorial. As
ferramentas de diagnostico do tipo point-of-care (POC), representam uma alternativa para
contornar as limitagdes das técnicas mais utilizadas na rotina e aumentar a capacidade de
diagnostico diferencial de MAYV. Nesse contexto, o ensaio de RT-LAMP-PCR desenvolvido
nesse trabalho representa uma alternativa de diagndstico molecular do tipo POC que tem
potencial de ser implementado na rotina laboratorial, visto que ¢ um ensaio mais simples,
especifico e barato, e até 0 momento inédito na literatura cientifica.

A implementacdo de um diagndstico diferencial de MAYV nos laboratérios de
referéncia de arboviroses ¢ urgente para compreendermos a real distribui¢do da doenga no pais.
O RT-LAMP-PCR descrito ao longo desse trabalho pode auxiliar na vigilancia do MAY'V tanto
em humanos quanto em mosquitos, pois possibilita a realizacdo de um diagndstico diferencial
rapido e especifico, o que representa uma importancia ainda maior em paises onde co-circulam
outras arboviroses, como € o caso do Brasil.

Dentre as vantagens do ensaio de RT-LAMP-PCR desenvolvido ao longo deste trabalho
podemos destacar a capacidade de detectar MAYV sem a necessidade de extracdo de RNA ou
pré-tratamento das amostras, sugerindo que a ferramenta pode ser levada a campo com maior
facilidade. Além disso, ¢ importante ressaltar que as amostras positivas podem ser
diagnosticadas em até 15 minutos, e o resultado pode ser visualizado a olho nu através da
observagao da alteracdo de cor no tubo da reagdo. O custo por reagdo foi de aproximadamente
R$ 1,55, sendo 29 vezes mais barato do que o custo por reacdo através da RT-qPCR, técnica
que ¢ mais utilizada na rotina de diagnostico molecular de outras arboviroses. Considerando tal
simplicidade, o ensaio pode ser realizado por individuos sem treinamento especializado em
virologia ou biologia molecular. Somadas, essas vantagens sugerem que a ferramenta de
diagnostico descrita ao longo desse trabalho pode aumentar a capacidade de deteccdo de
MAYYV em amostras humanas e de mosquitos e pode ser utilizada para vigilancia e diagndstico
em areas remotas e em laboratorios com pouca infraestrutura em regides que possam ser

afetadas por MAY'V.
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10 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou o desenvolvimento de uma ferramenta point-of-care de
baixo custo baseada na técnica de RT-LAMP-PCR para diagndstico do Mayaro Virus capaz de
detectar MAYV em amostras humanas de soro, saliva e urina e em amostras de mosquitos
experimentalmente infectados, sem a necessidade de extracdo de RNA. Este ¢ o primeiro
trabalho de desenvolvimento da técnica de RT-LAMP-PCR para deteccio do MAYV. O
protocolo aqui desenvolvido ¢ inédito na literatura cientifica e apresenta potencial de ser

utilizado para vigilancia e diagnoéstico diferencial de MAY'V na rotina laboratorial.
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protocolos mais simples que n&do requerem o uso de termocicladores e equipamentos sofisticados seréo
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iremos validar essas ferramentas para o diagnéstico de arboviroses em amostras clinicas obtidas no
epicentro da epidemia brasileira.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Desenvolver e validar plataformas “point-of-care” e métodos alternativos de extragédo para a diagnéstico de
virus emergentes e re-emergentes.

Objetivo Secundario:

Desenvolver sistemas de detecgdo baseado no RT-LAMP e biossensores para o diagndstico de arboviroses
e da COVID-19;

Avaliar métodos alternativos para substituir a extragdo do material genético das amostras bioldgicas;*
Comparar a sensibilidade e especificidade dos métodos

desenvolvidos com a RT-qPCR para a detecgdo de arbovirus e do SARS-CoV-2 em amostras de pacientes;

Determinar a acuracia dos métodos desenvolvidos para a detecgdo de arbovirus e do SARS-CoV-2 em
amostras clinicas;

Demonstrar as diferengas de custos entre as técnicas propostas e RT-qPCR para o diagnéstico do CHIKV,
DENV, MAYV, ZIKV e SARS-CoV-2.

Enderego: Rua Joaquim Nabuco, 171

Bairro: Gragas CEP: 52.011-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3182-4771 Fax: (81)3182-4660 E-mail: cep@hemope.pe.gov.br

Pagina 02 de 04

70



FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W mo
HEMOTERAPIA DO ESTADO

Continuagao do Parecer: 4.570.438

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:
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RESUMO

O virus Mayaro (MAYYV), o agente etiologico da febre de Mayaro, doenca febril aguda
clinicamente semelhante a febre de Chikungunya, tem causado pequenos surtos no Brasil. O
aumento da incidéncia em regides ndo endémicas ¢ uma preocupacgdo de satde publica, pois
indica que o0 MAYV estd se espalhando no Brasil e que futuras epidemias podem ocorrer.
Muitos casos de MAYV foram diagnosticados inicialmente como outros arbovirus,
principalmente como CHIKYV, devido a alta semelhanca entre os sintomas e a ocorréncia de
reatividade cruzada, o que pode levar a subnotificagdo da doenga. Diante disso, o
estabelecimento de métodos diagndsticos e programas de vigilancia mais especificos ¢ de
extrema importancia para o controle da doenca. Atualmente, o diagnodstico molecular do
MAYYV ¢ realizado pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) precedida pela
reagdo da transcriptase reversa que converte o0 RNA viral em cDNA (RT-PCR). Porém, o alto
custo, a necessidade de mao de obra especializada e equipamentos sofisticados limitam a
capacidade diagnostica em laboratdrios com infraestrutura limitada e em paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Neste projeto, uma plataforma de transcriptase reversa
seguida de amplificagdo isotérmica mediada por loop (RT-LAMP-PCR) foi desenvolvida para
deteccdo de MAYV em amostras humanas e de mosquitos. Os primers especificos para MAYV
foram projetados e sintetizados, e a técnica para a deteccdo de MAYV em humanos foi
otimizada. Os melhores resultados de amplificagdo foram obtidos a 70 © C por 30 minutos de
incubagdo, e as concentragdes 6timas de Mg2 +, enzima Bst 3.0 ¢ dNTPs foram 6 mM, 0,12
U/ul e 1,8 mM, respectivamente. Além disso, observou-se que a reacdo ndo requer todos os
primers, funcionando sem os primers do loop (LF e LB). O teste provou ser especifico para
detec¢do de MAY'V quando testado contra outros arbovirus e foi capaz de detectar o virus em
amostras humanas de soro, urina, saliva e mosquitos infectados experimentalmente. Além
disso, o ensaio foi até 1.000 vezes mais sensivel e 29 vezes mais barato do que o RT-qPCR para
deteccao de MAYV em amostras de soro.

Palavras-chave: Diagnostico. MAYV. RT-LAMP.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ o pais com o maior registro de casos de MAYV nas Américas, e Goids ¢ o estado
com o maior nimero de casos. De um total de 495 casos notificados no pais desde os primeiros
casos do virus até maio de 2019, 199 deles foram identificados em Goias e 194 no Para. Casos
também foram identificados nos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Acre € Amazonas
(Ganjian e Riviere-Cinnamond, 2020).

Embora os surtos de MAY'V relatados sejam pequenos e principalmente em 4reas rurais, o
aumento da incidéncia em regides onde a doenca nao ¢ endémica ¢ um problema de saude
publica, pois indica que 0 MAY'V esta se espalhando pelo Brasil e que futuras epidemias desse
arbovirus podem ocorrer. O potencial de transmissdo do MAY'V por A. aegypti, amplamente
distribuido nas regides brasileiras, também indica a possibilidade do surgimento de uma rota de
transmissdo urbana do MAY'V (Long et al., 2011; Terzian et al., 2015). Muitos casos de MAYV
foram diagnosticados inicialmente como outros arbovirus, principalmente como CHIKV,
devido a grande semelhanca entre os sintomas e a ocorréncia de reatividade cruzada de
anticorpos nos testes diagndsticos disponiveis. Provavelmente, muitos casos de febre de
Mayaro ndo sdo diagnosticados, levando a subnotificacdo da doenca. Assim, ¢ necessario que
programas de vigilancia utilizando metodologias diagnosticas confidveis sejam desenvolvidos
para monitorar com precisdo os casos desse arbovirus (Halsey, et al., 2013; Figueiredo, 2014;
Vieira et al., 2015).

O Ministério da Satde estabelece que o diagndstico da Febre de Mayaro ¢ epidemioldgico,
clinico e laboratorial. Devido a semelhanca dos sinais e sintomas com outros arbovirus
circulantes no Brasil, ¢ de extrema importancia que o diagnostico laboratorial seja realizado por
meio da identificacdo direta do virus por meio de isolamento viral e / ou técnicas de
identificacdo do genoma viral (como RT-PCR e RT-qPCR) ou por identifica¢do indireta por
meio de técnicas sorologicas como ELISA e PRNT (teste de redugdo de neutralizagdo de placas)
(Ministério da Saude, 2020).

Neste contexto, desenvolvemos uma plataforma de baixo custo para o diagnostico e vigilancia
molecular do MAYV através do desenvolvimento e avaliacdo da técnica de amplificagdo
mediada por circuito isotérmico (RT-LAMP-PCR) em amostras clinicas humanas e em
mosquitos. O RT-LAMP-PCR ¢ uma ferramenta de diagnostico rapida, simples e econdmica
que utiliza uma abordagem isotérmica, combinando uma polimerase especifica, um conjunto
de primers ndo marcados e desoxinucleotideos convencionais. A disponibilidade desta
ferramenta tem grande potencial para contribuir para a sua vigildncia e assim prevenir a

propagag¢ao da doenga na populagdo, bem como o seu diagnostico, melhorando o manejo clinico
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dos pacientes, uma vez que 0o MAY'V se espalha para outras regides (Nunes et al., 2015; Quoc

etal., 2018).

MATERIAIS E METODOS

Extracao de RNA

O RNA total das amostras foi extraido de 140uL da amostra (urina, soro, saliva ou mosquito
macerado) por meio do kit de extragdo RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes
do fabricante. O RNA foi eluido em um volume final de 60ul e armazenado em freezer a -80 °
C para ensaios moleculares. O RNA obtido foi quantificado usando Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific).

Design de primers

Os primers para RT-LAMP-PCR foram desenhados com o auxilio do programa PrimerExplorer
V4 (http://primerexplorer.jp/e/), que foi desenvolvido especificamente para o desenho de
primers para LAMP, com base na sequéncia consenso de todos os MAYV cepas disponiveis
em Genbank.

RT-LAMP-PCR

Todas as concentragdes de reagentes foram padronizadas, assim como todas as condi¢des do
ensaio RT-LAMP-PCR. A otimizacdo da temperatura da reagdo foi avaliada sob as seguintes
temperaturas (50 ° C,55°C,60°C,65°C,68°C,70°C,72°Ce75°C)eotempo de
incubagdo sob os seguintes tempos (10min, 15min, 20min, 25min, 30min). Quanto aos
reagentes, as concentragdes ideais de Mg2 + (2 mM, 4 mM, 6 mM, 8§ mM e 10 mM), enzima
Bst 3.0 (0,04 U / ul, 0,08 U/ ul, 0,12 U / ul, 0,16 U/ ul, 0,2 U/ pul, 0,24 U/ pul, 0,28 U/ pul e
0,32 U/ ul) e dANTPs (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1,0 mM, 1,2 mM, 1,4 mM, 1,6 mM, 1,8 mM
e 2,0 mM ) Apds otimizar todos os parametros e condicdes do RT-LAMP, os experimentos
foram realizados conforme descrito abaixo.

As reagdes de RT-LAMP-PCR foram realizadas em triplicata em um volume total de 25 pl
contendo tampdo de amplificagdo isotérmica 1x, MgSO4 6 mM, 0,12 U / pl Bst DNA
polimerase [versdo 3.0 WarmStart; New England Biolabs (NEB)], desoxinucleotideo trifosfatos
(dNTPs) 1,8 mM (ThermoFisher Scientific), 1,6 uM FIP, 1,6 uM BIP, 0,2 uM F3, 0,2 uM B3,
00,4 uM LF, 0,4 uM LB e amostra de 5 pL (no controle de modelo - NTC ou amostras sem
extracdo de RNA). Para visualizar as reagdes positivas e evitar possivel contaminagdo, 1 pL de
SYBR Green I (ThermoFisher Scientific), diluido em agua livre de RNAase (Promega) na

proporcao de 1:10, foi adicionado ao centro das tampas da reagdo tubos antes do periodo de
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incubacdo. Apos o término do tempo de incubagdo, o SYBR contido na tampa do tubo foi
misturado com a amostra.

As reacdes foram incubadas a 70 ° C por 30 minutos em um termobloco e entdo inativadas a 80
° C por 5 minutos. Todos os experimentos foram replicados independentemente pelo menos
trés vezes. Apds a incubagdo, as reagdes dos produtos RT-LAMP foram detectadas usando trés
métodos diferentes. Na primeira, os produtos foram observados a olho nu, sob luz natural, e
fotografados com camera de celular convencional (iPhone, Apple). O uso de SYBR Green,
DNA intercalante, permite que uma mudanca de cor de laranja para amarelo esverdeado seja
visualizada para identificar a amostra positiva, enquanto uma amostra negativa permanece
laranja. O segundo método foi a andlise visual de tubos de reag¢do sob irradiacdo com luz
ultravioleta (UV), utilizando um transiluminador (modelo UVB LTB 20 x 20 STV, Loccus
Biotechnology, Sao Paulo, Brasil) acoplado a uma cdmera e conectado a um computador. Neste
método, as amostras negativas tornaram-se azuis escuras e as reagoes positivas fluorescentes.
No terceiro método, os amplicons de RT-LAMP foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (2,0%) em tampao TAE 1x, seguido de coloragdo com GelRed® Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium) (diluido em 4gua ultrapura 1: 500) e visualizacdo de o gel com transiluminador.
Para a andlise por eletroforese, o DNA Ladder Plus de 1 kb (ThermoFisher Scientific) foi
utilizado como marcador de peso molecular do DNA.

RT-qPCR

As amostras de MAY'V foram testadas quanto a positividade para infec¢ao pela técnica de RT-
qPCR, usando primers e protocolos previamente descritos, com pequenas modificacdes
(Wagoner et al., 2018). Em resumo, para as reagdes de RT-qPCR, foi utilizado o Kit QuantiTect
Probe RT-PCR (QIAGEN, Alemanha), que transcreve o RNA em cDNA, bem como amplifica
o DNA em uma tUnica etapa, minimizando possiveis contaminagdes. Para cada reacdo, foram
usados Sul de 5x QIAGEN One Step RT-PCR Buffer, 1ul de 10mM dNTP Mix, 0,5uM de cada
primer, 1ul de QIAGEN One Step RT-PCR Enzyme Mix e 3ul de RNA extraido conforme
descrito acima. As etapas do ciclo foram de 45°C por 15 minutos para a transcrigdo reversa,
95°C por 5 minutos para a inativagdo da enzima transcriptase reversa, seguidos de 45 ciclos de
95°C por 5 segundos, 55°C por 25 segundos e 68°C por 25 segundos para amplificagdo de DNA.
Avaliacio da especificidade analitica de RT-LAMP-PCR

Para avaliar a especificidade analitica dos primers desenhados para MAYV contra outros
arbovirus de importancia médica para o Brasil, ensaios foram realizados para testar a
reatividade cruzada com outros arbovirus, incluindo os quatro sorotipos da dengue (DENV 1-

4), o virus da febre amarela, chikungunya e zika.



78

Inicialmente, uma infec¢do artificial (“pico viral”) de todos os arbovirus descritos acima foi
realizada no soro de voluntdrios saudaveis. Apds a infeccdo, as amostras foram incubadas
apenas a temperatura ambiente por 1 hora e entdo usadas para o ensaio RT-LAMP usando os
mesmos primers e condi¢des usadas para MAY'V.

Avaliacao de sensibilidade analitica de RT-LAMP-PCR

A sensibilidade analitica (limite de detec¢do) de RT-LAMP-PCR para detec¢do de MAY'V foi
calculada com base na ultima diluicdo em que o genoma viral foi detectado em todas as
repeti¢des do teste. Para analisar o limite de detec¢cdo em amostras humanas, a cepa MAY'V foi
diluida em série em uma base de 10 vezes no soro de pacientes saudaveis. A concentracao de
virus nas amostras infectadas variou de 106 PFU / ml a 10-8 PFU (Figura 5). Apo6s a diluigao,
as amostras foram testadas diretamente por RT-LAMP sem a necessidade de extracdo de RNA.
Para comparar os resultados do RT-LAMP com a técnica atualmente mais utilizada para o
diagnodstico de arbovirus, o RNA viral foi extraido das mesmas dilui¢cdes e posteriormente
testado por RT-qPCR (Wagoner et al., 2018). A curva padrao foi feita a partir de triplicados de
cada dilui¢do em trés experimentos independentes.

Aprovacio Etica

Os estudos com amostras de pacientes seguiram rigorosamente as normas vigentes
estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz / PE e atenderam a todas as
exigéncias da Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Satde (CNS). Um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi elaborado para todos os individuos que
concordaram em participar da pesquisa. O projeto foi aprovado pelo CEP sob o nimero CAAE:
43877521.4.0000.5195 e o numero do parecer: 4.570.438.

Analise estatistica

A andlise Probit foi realizada para calcular o limite de detec¢do RT-LAMP-PCR para MAYV
usando o software MedCalc (versao 18.11, MedCalc Software, Ostend, Bélgica).

RESULTADOS

Primers

Para desenhar os primers usados no RT-LAMP especifico para cepas de MAY'V, alinhamos e
analisamos sequéncias gendmicas completas de MAYV (31 sequéncias), CHIKV (22
sequéncias, 5 representadas na Figura 6), WEEV (1 sequéncia), VEEV (1 sequéncia), EEEV (1
sequéncia), DENV 1-4 (4 sequéncias) e ZIKV (1 sequéncia). A sequéncia da posi¢ao 91 a 518,
regido codificadora da proteina nsp1, foi selecionada para projetar os primers devido a sua alta

similaridade entre os diferentes isolados de MAYV e divergéncia dos outros Alphaviruses e
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Flavivirus analisados. Os seis primers RT-LAMP foram projetados usando o software
PrimerExplorer V4 (http://primerexplorer.jp/e/). Uma pesquisa BLAST do banco de dados de
nucleotideos do GenBank foi realizada usando sequéncias de primers selecionados para
verificar a especificidade. Os primers usados no ensaio RT-LAMP foram sintetizados por um
fornecedor comercial (IDT, Coralville, IA).

Otimiza¢ao dos parametros de ensaio RT-LAMP

As condig¢des do ensaio RT-LAMP e as concentragdes dos reagentes foram otimizadas a fim de
padronizar as melhores condigdes a serem utilizadas no ensaio. As reagdes foram realizadas
sob temperaturas variando de 50 °© C a 75 ° C e o tempo de incubagdo variando de 10 min a 30
min. Quanto aos reagentes, as concentragdes ideais de Mg 2+ (variando de 2 mM a 10 mM),
enzima Bst 3.0 (variando de 0,04 U/ul a 0,32 U/ul) e dNTPs (variando de 0,4 mM a 2,0 mM)
Além disso, foi verificado se todos os primers, incluindo primers externos (F3 e B3), internos
(FIP e BIP) e loop (LF e LB) eram necessarios para realizar o ensaio RT-LAMP. Os melhores
resultados de amplificagdo foram obtidos a 70 © C por 30 min de incubacdo. Em relagdo aos
reagentes, as concentragdes Otimas foram 6 mM, 0,12 U / pl da enzima e 1,8 mM,
respectivamente para os reagentes Mg2 +, enzima Bst 3.0 e dNTPs. Observou-se também que
a reacdo ndo necessita de todos os primers para sua execugdo, ela funciona sem os primers de
loop (LF e LB). Apos realizar a otimizacdo de todos os parametros, foi estabelecido um
protocolo padrao para a execugdo dos experimentos subsequentes.

Deteccdo de MAYYV em amostras humanas e de mosquitos

Em seguida, foi avaliada a capacidade do RT-LAMP-PCR para diagnosticar MAYV em
amostras humanas e de mosquitos. Para avaliar as amostras de mosquitos, um bruto macerado
de Ae. aegypti infectado com carga viral alta (1x106 PFU/mL) ou baixa (1x103 PFU/mL). Apds
1 hora de incubagdo a temperatura ambiente, as amostras foram testadas diretamente por RT-
LAMP-PCR, sem a necessidade de extragao do RNA das amostras.

Para avaliar amostras humanas (soro, urina e saliva), elas foram infectadas com carga viral alta
(1x106 PFU/mL) ou baixa (1x103 PFU/mL). Apds 1 hora de incubagao a temperatura ambiente,
as amostras foram testadas diretamente por RT-LAMP-PCR, sem a necessidade de extracdo do
RNA das amostras.

O ensaio RT-LAMP-PCR foi positivo para ambas as cargas virais testadas em todas as
amostras. Além disso, foi observado que a extragdo de RNA nao alterou o limite de detec¢ao
do RT-LAMP-PCR (dados ndo mostrados). Os resultados de RT-LAMP-PCR foram
confirmados por RT-qPCR, em que o valor Cq foi 15,1 e 26,1 em amostras de soro, 14,5 ¢ 25,2
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em amostras de urina, 16, 7 € 26,4 em amostras de saliva e 18,1 e 28,4 em amostras de mosquito
para alta e carga viral baixa, respectivamente.

Especificidade analitica de RT-LAMP para detec¢io de MAYV

Para avaliar a especificidade do RT-LAMP-PCR na detec¢do de MAYV em amostras humanas,
os primers foram testados contra outros arbovirus circulantes no Brasil: CHIKV (PE2016-480),
YFV (17DD), ZIKV cepa asiatica (PE-243), ZIKV Cepa africana (MR-766), DENV-1 (PE /
97-42735), DENV-2 (PE /95-3808), DENV-3 (PE / 02-95016), DENV-4 (PE /10 -0081) (Mesa
2). Uma infecgdo artificial em triplicado de todos os arbovirus descritos acima foi realizada em
amostras de soro, e foi visto que apenas as amostras de soro infectadas artificialmente com
MAYYV foram positivas no RT-LAMP-PCR. Esses resultados sugerem que o RT-LAMP-PCR
desenvolvido neste trabalho ¢ altamente especifico para deteccio de MAYV e ndo apresenta
reagdo cruzada com outros arbovirus importantes em circulagdo no Brasil.

Sensibilidade analitica de RT-LAMP-PCR para deteccio de MAYV

Para avaliar o limite de detec¢do do ensaio (sensibilidade analitica), o ensaio RT-LAMP-PCR
foi realizado em soro humano e em macerado de Ae. aegypti infectado experimentalmente com
MAYYV. Uma diluicdo em série de dez vezes de MAY'V foi realizada no soro e em mosquitos
variando de 105 PFU a 10-7 PFU de MAYV. As amostras foram testadas diretamente por RT-
LAMP-PCR sem extragdo de RNA. O RT-LAMP foi capaz de detectar uma ampla gama de
concentragoes de virus (de 105 a 10-5 PFU). A sensibilidade analitica de RT-LAMP-PCR foi
de 10-5 PFU/ml. Considerando as 10 repeti¢cdes independentes do ensaio de sensibilidade
analitica, a analise probit revelou que o limite de detecg@o com intervalo de confianga de 95%
do RT-LAMP-PCR para detectar MAYV em amostras de soro foi de -3,73 logl0 PFU de
MAYYV (~1/5370 PFU) com intervalo de confianga de -4,65 a -1,67. Em amostras de mosquitos,
a analise Probit revelou que o limite de deteccdo com um intervalo de confianca de 95% foi -
1,98 log 10 PFU de MAYV (~ 1/95 PFU) com um intervalo de confianca de -3,08 a 0,14.

Em seguida, o RNA viral das mesmas diluicdes foi extraido e testado por RT-qPCR. A
sensibilidade analitica do RT-qPCR foi observada apenas at¢ 100 PFU com um valor Cq de
35,8 em amostras de soro e 38,1 em amostras de Ae. aegypti. Os experimentos foram repetidos
independentemente 10 vezes para permitir a analise de regressao probit para determinar com
precisdo o limite de deteccao de RT-LAMP. Resultados de sensibilidade analitica semelhantes
também foram obtidos em amostras de urina ¢ saliva (dados nao mostrados).

Esses resultados juntos demonstraram que o ensaio RT-LAMP-PCR foi aproximadamente 1000
vezes mais sensivel do que o RT-qPCR descrito por Waggonner para detectar MAYV em

amostras de soro (Waggonner, 2018).
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Custos

Foi realizado o célculo do valor, em reais, do custo de realizagdo de cada reacao de RT-LAMP-
PCR, de acordo com os valores em reais (R $) de todos os reagentes necessarios a realizagido
das técnicas, inclusive os necessarios a visualizagdo de resultados. Observou-se que o valor de
cada teste pelo RT-LAMP-PCR foi de aproximadamente R $ 1,55 e para a realizagdo de cada
teste pelo RT-qPCR foi de aproximadamente R $ 45,04. Esses resultados sugerem que o custo
de nossa ferramenta diagndstica para MAY'V ¢ aproximadamente 29 vezes mais barato quando
comparado ao custo de um diagndstico molecular por RT-qPCR, o padrdo ouro para varios

arbovirus no Brasil.

DISCUSSAO

A réapida detecgdo do MAYV em amostras humanas e de mosquitos ¢ extremamente importante
para o monitoramento da doenga e para a compreensdo da dinamica viral em regides favoraveis
a circulacdo do virus. Atualmente, o diagndstico da Febre de Mayaro pode ser realizado por
técnicas sorologicas ou moleculares como o isolamento viral ou RT-PCR. Porém, o diagnostico
diferencial ndo ¢ realizado no dia a dia dos laboratdrios de referéncia, o que pode levar a
subnotificagdo da doenca, principalmente em areas de co-circulagao de outros arbovirus devido
a semelhanga entre sinais e sintomas (OMS, 2020).

Apo6s 13 casos de MAY'V terem sido confirmados em menos de trés meses na Guiana Francesa
em 2020, a Organizacdo Mundial da Satide emitiu uma nota de alerta e destacou a necessidade
de monitoramento de MAY'V por meio de diagnostico diferencial, como tem sido feito para
outros arbovirus como CHIKV, ZIKV e DENV. Além disso, o nimero atipico de casos
registrados em dreas urbanas (85% dos casos confirmados no pais em 2020) destaca a
necessidade de investigagdo epidemiologica, pois pode indicar que o virus esta circulando longe
de areas silvestres e rurais e que ha transmissao rota urbana pode ser estabelecida (OMS, 2020;
Mackay e Arden, 2016).

O ensaio RT-LAMP-PCR descrito ao longo deste trabalho representa uma plataforma sem
precedentes, simples e rapida para a detec¢do de MAYV em uma etapa em amostras de soro
humano, saliva e urina e em Ae. aegypti sem a necessidade de extracdo de RNA. Este ¢ o
primeiro trabalho em que um ensaio RT-LAMP-PCR foi desenvolvido para a detec¢do de
MAYV.

Alguns grupos desenvolveram a tecnologia RT-LAMP-PCR para deteccdo molecular de outros
arbovirus. Em ensaios desenvolvidos para o diagnostico de CHIKV, um membro do mesmo

género e familia que MAY'V, os primers foram desenhados usando as sequéncias alvo da regido
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El (Parida et al., 2007; Lu et al., 2012), 6K e E1 (Lopez -Jimena et al. 2018) ou regido El e
nspl (Saechue et al., 2020). Apds os testes usando os conjuntos de primers projetados, os
conjuntos cuja sequéncia alvo era a regido E1 foram selecionados (Lopez-Jimena et al., 2018;
Saechue et al., 2020). Em contraste, no ensaio desenvolvido durante este trabalho, a sequéncia
alvo selecionada para projetar os primers foi a regido codificadora da proteina nsp-1, pois era a
regido mais conservada entre as sequéncias gendmicas de diferentes isolados de MAYV e
divergente de outros Alphavirus e Flavivirus analisado e co-circulante no Brasil.

Atualmente, o diagnodstico laboratorial do MAYV depende do contexto epidemiologico e ¢
realizado apds uma amostra suspeita de CHIKV ser negativa para CHIKV por RT-PCR ou
apenas positiva quando testada por métodos soroldgicos como ELISA e PRNT (PAHO, 2019).
Porém, essas técnicas apresentam varias limitagdes, como tempo e custo elevados, necessidade
de equipamentos sofisticados € mao de obra especializada.

Além disso, diversos arbovirus como CHIKV, DENV e ZIKV co-circulam em diferentes
regides do pais. Uma limitagdo potencial das técnicas soroldgicas atualmente disponiveis € a
possibilidade de reagdo cruzada com outros Alphaviruses, especialmente com o CHIKV que
pertence a mesma familia do MAYV. A infec¢do por MAYV também pode ser clinicamente
diagnosticada como DENV e ZIKV devido a semelhanga entre os sintomas, o que pode levar a
subnotificagdo da doenca, especialmente durante surtos desses arbovirus. Neste trabalho,
desenvolvemos um teste especifico para MAY'V, que quando testado contra outros arbovirus
co-circulantes no Brasil, como CHIKV, ZIKV, YFV e os quatro sorotipos DENV, nao
apresentou rea¢do cruzada.

Os limites de detec¢do dos ensaios de RT-LAMP-PCR desenvolvidos para CHIKV foram 20,
27 e 10 moléculas de RNA e 8 PFU / tubo detectados por reagdo em 30, 77, 45 e 30 minutos
respectivamente (Parida et al., 2007; Lopez-Jimena et al., 2018; Saechue et al., 2020). No
entanto, os autores ndo explicaram se esses limites de detec¢do foram calculados por meio de
andlise probit ou por um determinado niimero de repeti¢des, com excegdo de Lopez-Jimena et
al. que relatou o limite de detec¢do de 163 copias de RNA detectadas em 40,2 minutos apos a

andlise probit e 10 copias de RNA detectadas 45 minutos.
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