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RESUMO

A peste, infeccao pel#ersinia pestisg¢ considerada pela Organizacdo Mundial de Saula® co
uma doencga re-emergente, que pode causar impastida publica e 4. pestisesta classificada
como agente classe A de bioterrorismo. O diagrb$tcterioldgico constitui gold standardpara

o diagnostico da peste, entretanto ele pode squdmado por conservacdo e transporte
inadequados das amostras, dos locais de coletaopdedooratorios de diagndstico. Diante disso,
estdo sendo avaliados métodos moleculares de diggméque possam ser utilizados no
monitoramento das areas focais e controle em coesliemergenciais. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a reprodutibilidade das reac6es e abdglade de unkit Nested-PCR em tubo unico (N-
PCRTbU), em que ogrimersinternos sdo fixados no interior da tampa do tdéageacao, tendo
como alvo o geneafl e de um outré&it baseado na técnica de Multiplex-PCR (M-PCR), tque
como alvo os genesafl, IcrV, pla e ir@2. Essekits contém todos os componentes da mistura de
reacdo incluindo a enzinmigag polimerase. O DNA alvo e a agua séo adicionadanomento do
uso. Para avaliar a melhor condicdo de estocageamfpreparadas duas séries de tubos: (1) para
reacOes individuais e (3)ool para 10 reacdes. Os tubos foram estocados a -20Stados
mensalmente. Para avaliar a reprodutibilidadegagdes foram realizadas em duplicata e o indice
de Kappa de Cohen foi utilizado para analise atizdi Para avaliar a melhor condi¢cdo de
transporte foram simuladas duas condi¢des: (1)etangento em gelo seco e (2) liofilizacdo dos
reagentes apos adicdo de trealose como estabilieadgnatico. Okits foram testados por 12
meses, mantendo-se estaveis e em condi¢cdes adsgaadaiso. A liofilizacdo se mostrou melhor
que a refrigeracdo para o transporte. O N-PCRTlddeoé maior especificidade enquanto a M-
PCR permite também a caracterizacdo dos fatoresruléncia da cepa isolada ou presente no
material biolégico. A disponibilidade dkits prontos para uso € de grande importancia para
descentralizacdo do diagnostico da doenca, auntentassim a eficiéncia das atividades de
controle e vigilancia no Brasil.

Palavras-chave: Peste-diagnosti¢ersinia pestisReacdo em Cadeia da Polimerase.



SILVA, Livia Christina Alves Evaluation of the reproducibility of the reactions and the
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diagnosis 2010. Dissertation (Master of Public Health) — Certe Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2010.

ABSTRACT

Plague, infection byYersinia pestisis considered by the World Health Organization aas
reemerging disease; this infection is capable teseampact in the Public Health and the bacteria
Y. pestigs classified as a Class A bioterrorism ag&ntpestigsolation is the “gold standard” for
plague diagnosis. However, this can be impairedinagequate storage and shipment of the
samples from the collection sites to the diagnladisratories. Hence, molecular diagnosis methods
are being developed and evaluated for using irathieities of surveillance of the focal areas and
plague control in emergence situations. The ohjeadi this work was to evaluate the stability of
two diagnosis kits: single-tube nested PCR (STNP@RJ multiplex PCR (M-PCR) and the
reproducibility of the reactions. In the STNPCRg#ting to thecafl gene, the inner primers are
immobilized onto the inside of the microtubes cafise MPCR is directed to multiple genesfl,
lcrV, pla and irp2. Both kits contain all the components of the tieac mixture plus Taq
polimerase enzyme. The targeted DNA and wateradded at time of use. To evaluate the best
storage condition, two series of tubes had beepapeel: (1) individual reaction tubes and (2) 10
reaction pool tubes. The tubes were stored at -28A@Q tested monthly. To assess the
reproducibility, the reactions were performed implitate and the results were statistically analyzed
by theCohen's kappa coefficient. Two procedures had eeguioyed to assess the best shipment
condition, for the kits (1) freezing in dry ice aifd) lyophilization of the reagents added of
trehalose as enzymatic stabilizer. The kits had lested along 12 months proving stable and
suitable for use. The lyophilization procedure ma\better than refrigeration for shipment. The
STNPCR offers higher specificity than the M-PCR.tétowever the multiplex procedure allows
the characterization of the virulence factors oé tinfecting strain in the test sample. The
availability of this kind of ready for use kits sghly important for the decentralization of plague
diagnosis and will allow increasing the efficienof the surveillance and control activities in
Brazil.

Words-key: Plague-diagnosi&rsinia pestisPolymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

A peste é uma zoonose primordialmente rdedores. O agente causadolyedsinia
pestis, geralmente € transmitido pelas pulgas, que podeasimtalmente infectar outros
mamiferos inclusive o homem (ALMEID#t al, 2005). E considerada uma doenca re-emergente
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (HIGGIN®&)42, constituindo um problema de
Saude Pdblica. Diante dos caracteres clinico-epalégicos da peste pneumonica, 0
Regulamento Sanitério Internacional (RSI) exige qmdses a imediata notificacdo das
ocorréncias de peste humana, epizootias e regiirgireas infectadas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2007).

A peste chegou ao Brasil em 1899, durante a Ultiarlemia, pelo porto de Santos no
estado de Sao Paulo, fixando-se na zona rurale(pistestre) entre os roedores silvestres,
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1965), constituindéreas de focos que persistem até
hoje. O foco do Nordeste localizado na regido saia do Poligono da Seca se estende do
Estado do Ceara ao norte de Minas Gerais. Aindd#esrutra zona pestosa no Estado de Minas
Gerais fora do Poligono, no Vale do Rio Doce. Oofata Serra dos Orgdos abrange os
municipios de Teresoépolis, Sumidouro e Nova Fribudp Estado do Rio de Janeiro (BRASIL,
2005). Desequilibrios ambientais podem alterars&riduicdo dos roedores, ocasionando surtos
da doenca o0 que causaria sérias consequénciasasédsocioeconémicas ao pais. Tal fato torna
a peste um problema merecedor de atengéo (ALMEDa, 2005 ).

No Brasil, nenhum caso humano havia sido confionaboratorialmente desde 1997,
mas em fevereiro de 2005, apos oito anos, foi noafio por exame sorolégico, um caso de
peste humana no Estado do Ceara (MINISTERIO DA SBEUPD08). Esses acontecimentos
reforcama importancia de uma vigilancia permanente nestassf

O diagndstico bacteriologico tradib utilizado na rotina de vigilancia da peste pode
ser prejudicado por conservagao e transporte inadeg das amostras. Diante disso, 0 Servigo
Nacional de Referéncia em Peste (SRNP) vem desemdd e avaliando métodos de
diagnéstico bacteriolégicos e moleculares que posser utilizados na rotina e principalmente
em situagcOes emergenciais.

Vérias técnicas baseadas na Reagdo em Calialitherase (PCR) ja foram utilizadas
com sucesso para diagnostico da peste diretam@nieagerial biologico como: sangue, aspirado
de bubdo, visceras de roedores e pulgas (LEAL; AIDME1999; LEAL et al., 1996; LOIEZet
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al., 2003). Esses métodos apresentam varias vantagmie as técnicas bacteriologicas

convencionais: séo eficientes mesmo quando a amdtr € viavel para provas bacterioldgicas
tradicionais e os resultados sdo obtidos em potoass atendendo a necessidade de um
diagnéstico rapido. O diagndéstico molecular coesisd identificacdo de genes de viruléncia
presentes nos trés plasmideos e/ou no cromossomopastigCHU, 2000).

A Multiplex-PCR (M-PCR), em que s&dizados multiplos pares daimersdirigidos a
diferentes alvos numa mesma reacéao, foi padronigadheal e Almeida (1999) para diagnostico
de peste Foi diagnosticado com essa técnica um caso saspleit peste diretamente da
hemocultura. Ogprimers sdo direcionados aos geneafl, pla e lcrV localizados nos trés
plamideos de viruléncia e a um outro gane2) presente na ilha de patogenicidade cromossomal
da bactéria. Deste modo esta técnica além do diigadpermite também a identificacdo dos
fatores de viruléncia das cepas.

A técnica Nested-PCR (N-PCR) é umaagdo da PCR convencional que aumenta a
sensibilidade e especificidade da PCR (ERLI@H4L, 1991). E um procedimento realizado em
duas etapas de amplificacdo: na primeira € utidizach par deprimers que anelam em uma
regido mais externa ao alvo, posteriormente, osliemms gerados na primeira reacdo servem
como molde para a segunda etapa que utdizaers dirigidos a uma regido mais interna ao
primeiro produto. Na transferéncia dos ampliconsdmg@ara o microtubo da segunda reacgéao,
pode ocorrer contaminacdes cruzadas que poderaradteesultado real (ERLICHdt al, 1991).

Abathet al (2002)adaptaram as duas etapas do Nested-PCR num mesnotulmd (N-
PCRTbU) para diagnéstico de esquistossomose, dintiouos riscos de contaminacdo das
amostras por nao ser necessario a abertura dos ¢émtre as duas etapas de amplificacdo. Essa
técnica foi padronizada para o diagnostico da past@amostras bioldgicas, tendo como alvo de
amplificacdo o geneafl codificador do antigeno F1 especifico Ye pestise utilizado nos

diagnésticos soroldgicos (SOUZA al.,2007).

Em trabalho anterior (FARIAS, 2006)02) foram detectadas por PCR amostras
positivas para peste, que eram multi-contaminadasaen negativas por cultura, confirmando a
ocorréncia de peste registrada nos inquéritos &gicas e comprovando a importancia do
emprego de técnicas moleculares. A proposta dessallio foi construir unkit N-PCRTbU e
outro M-PCR, avaliando ao mesmo tempo a reprodidigioie das reacdes e a estabilidade desses
kits para uso na rede de diagnéstico de peste.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicao de Peste

A peste, infeccdo peYarsinia pesti® uma doenca primaria dos roedores silvestres.
Normalmente o agente é transmitido de um animalteo @ela picada de pulgas infectadas. O
homem pode ser infectado quando penetra no ecssiste roedores durante atividades de caca,
agricultura, comércio ou lazer. Em uma de suasderatinicas, a pneumonica, a peste pode ser
diretamente transmitida de homem a homem (ALMEHAI.,2005).

2.2 Histérico da Peste

A peste tem uma longa histéria na humanidade soa provavel origem no Planalto
Central Asiatico, ela se espalhou por quase toda®gides do mundo e foi responsavel por
grande morbi-mortalidade em diferentes épocas.edMza-se que 0s relatos mais antigos sobre
peste datam da era pré-crista e estao descritioblie, mais precisamente no Il Livro de Samuel
(POLLITZER, 1954).

Achtmanet al (1999) admitem que &. pestisé um clone especializado derivado da
Yersinia pseudotuberculosism patdgeno entérico, que adquiriu a capacidadafdctar pulgas
e usa-las como vetores de transmissdo apos a guide fatores de viruléncia. Esses fatos
teriam se passado provavelmente um pouco antesngieina pandemia ocorrida na era crista.

A primeira das trés grandes pandemias de pestdecida como Peste de Justiniano,
teve inicio em 542 d.C. no Egito e se disseminoutpdo mundo civilizado, incluindo Asia,
Africa e Europa, tendo alta letalidade (PERRY; FER$TON, 1997; POLLITZER, 1954).

A segunda pandemia, a temivel Peste Negra, dcadonda primeira € bem descrita por
muitos autores e documentos e sua repercussastoaaise da pelo fato de ter dizimado cerca
de um quarto da populacdo européia (PERRY; FETHERETL997). A Peste Negra teve inicio
na Asia, no século XIV e se espalhou por toda Eusplorte da Africa, persistindo até o século

XVI (POLLITZER, 1954). Muitas foram as evidénciaarg explica-la, mas a descoberta de
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material genético d¥. pestism cadaveres enterrados em covas medievais, érseporte para
consideraly. pestizomo o0 agente causador da Peste Negra (RAGiET, 2000).

A terceira pandemia, a Pandemia Gopteénea, teve origem na Mongolia, se estendeu
para Hong Kong em 1894, e de la se espalhou porrtatchdo através dos transportes maritimos
(PERRY; FETHERSTON, 1997; POLLITZER, 1954). Apendsgrante a Segunda Guerra
Mundial, quando os antigos navios foram substitsigor outros a prova de ratos € que essa
pandemia deixou de se expandir, mas foi a parta gee se fixaram varios focos de peste por
todos os continentes, exceto na Oceania (MOLLARIDBY).

Acontecimentos importantes que marcaram a héstda peste ocorreram em 1884,
guando Alexander Yersin isolou pela primeira vebazilo da peste e em 1898 Paul-Louis
Simond descobriu 0 papel da pulga na transmiss@oelaca (GAGE; KOSOY, 2005).

A peste foi introduzida no Brasil &899, pelo porto de Santos no Estado de S&o Paulo.
A principio assolou cidades litoraneas (peste podl e s6 a partir de 1906, através das estradas
de ferro e outras vias atingiu as cidades intanesa(peste urbana), onde foi eliminada por
medidas sanitarias, mas fixou-se nas zonas rysastg silvestre) entre os roedores silvestres,
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1965).

2.3 Situacao da peste no mundo

No mundo, a peste é ainda considanad@aroblema de saude publica, constituindo uma
ameaca para muitos paises da América do Norteistaslos Unidos; América do Sul, no Brasil,
Equador, Peru e Bolivia; Africa, principalmente GonMadagascar, Mocambique, Uganda, e
Tanzania; e Asia, na China, Vietnd, Mongdlia e s@aACentral (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2006) (Figura 1).

Milhares de notificacbes de casos mowmade peste ocorrem anualmente & OMS,
entretanto devido a vigilancia inadequada e o tednadmpacto que uma notificacao teria sobre a
economia de um pais, o que temos séo subestimatvesal situacdo (LEAL-BALBINGt al.,
2009). Um total de 11. 479 casos humanos de peat@ dbitos foram relatados por 14 paises de
2004 a 2008. A tendéncia ascendente na incidéecaasbs humanos foi observada desde 2005,
com uma incidéncia média global de 2083 casos arame. As manifestacdes recentes
mostraram que a peste pode re-emerjir nas areas apo longo periodo de auséncia
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).
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Apoés os atentados terroristas ocosridm 11 de setembro de 2001, a peste e outras
doencas ganharam um nostatus perdendo seu rétulo de doencas da pobreza. Hesagas
passaram a merecer a preocupacao dos paises deslmsyem relacdo as medidas de controle
contra possiveis ataques bioterroristas utilizamd@cilo da peste e outros microorganismos de
rapida epidemizacdo e grande letalidade (ALMEIB®Aal, 2005). A habilidade para causar
infecc@o por meio de aerossois e as complicaciessdas pela peste pneumdnica faX dpestis
uma potencial arma biolégica (INGLESEY al, 2000).

Atualmente, estudiosos\Wtildlife Conservation Societ¢m incluido a. pestientre os
doze patdgenos que podem se disseminar para negéges como resultado de mudancas
climaticas, com potencial impacto para saude humanaconomias globais (WILDLIFE
CONSERVATION SOCIETY, 2008).

Cazos humanos confirmados
Pacira Branca’CE Brad um cann, 205

Figura 1: Distribuicdo mundial da peste (OMS) 2000-2005.
Fonte: Brasil (2008).

2.4 Situacao da peste no Brasil

Apoés se estabelecer na zona rural, a peste persistitrés focos naturais no Brasil. O
foco do Nordeste localizado na regido semi-arid®dkdgono da Seca, que se estende do Estado
do Ceara ao norte de Minas Gerais. As areas peatigestao situadas em regifes serranas como

a Serra da Ibiapaba e de Baturité (Ceara), Chagadararipe (Pernambuco, Ceara e Piaui),
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Chapada da Borborema (Rio Grande do Norte, ParBémaambuco e Alagoas), na Serra de
Triunfo (Paraiba e Pernambuco), Planalto Orier@ah{a) e piemonte da Chapada Diamantina
(Minas Gerais). Outra zona pestosa situada no &stadvlinas Gerais é a do Vale do Rio Doce.
O foco da Serra dos Orgéos abrange os municipidesopolis, Sumidouro e Nova Friburgo,
do Estado do Rio de Janeiro (FUNDACAO NACIONAL DRWEDE, 2005) (Figura 2). A
persisténcia desses focos deve ser consideradameeca real e permanente de acometimento
humano, podendo determinar serissimas consequénédisas e socioeconémicas ao pais, o que

torna a peste um problema atual e merecedor degaméALMEIDA et al., 2005).

Serra da llbiapaba

Serra de Baturite

Chapada do Araripe
Serra do Triunfo

Planalto de Conquista

Vale do Jequitinhonha

M

Figura 2: Focos de Peste no Brasil.
Fonte: Almeidat al (2005).

No Brasil a incidéncia de casos de peste entrodextinio nas areas de foco a partir da
década de 70, entretanto, a frequéncia de antisoggspecificos constatadas em inquéritos
sorolégicos realizados sistematicamente comproatvadade da maioria deles (ALMEIDAt
al., 2005, 2007) Desde 1997 nao havia sido confirmado laboratoriatemeasos humanos, mas
em fevereiro de 2005 houve o registro de um caspesdée humana no Estado do Ceara, no
municipio de Pedra Branca, o que refor¢ca a impoidada vigilancia permanente nestes focos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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2.5 Etiologia

O agente causador da peste, pestis € um bacilo gram-negativo, da familia
Enterobactericeae (Figura 3). Esse género pos$t#soli3 espécies, entre elas estiesinia
pseudotuberculosi® a Yersinia enterocoliticadois patégenos entéricos, causadores de um
quadro clinico denominado yersiniose e outras pEaes ndo patogénicas (MERHEt al,
2008; PERRY; FETHERSTON, 1997; SPRAGHEal.,2008; SULAKVELIDZE, 2000).

A bactéria¥. pestisé visivel ao microscopio 6ptico como um baciloteucom um
padrdo de coloracdo bipolar, quando corado com arulmetileno (Figura 3). E um
microrganismo aerébio ou anaerobio facultativo,-feimentador de lactose, ndo produz indol e
nem hidrolisa a uréia. A temperatura ideal de dmesato é 28°C, em meios como Agar sangue e
MacConkey, requerendo 24 a 48 horas de observagaas colbnias sao transllicidas e menores
gue de outras enterobacteridceas. A confirmacée pedfeita pela acdo de um fago antipestoso
especifico, determinando uma area de lise. O onesito em caldo peptonado é floculoso e sem
turvacdo (PERRY; FETHERSTON, 1997).

FiguBa Yersinia pestigisualizada por microscopia 6ptica em sangue humano
Fonte:Centers for Diseases Control and Prevention (2005)

Uma das principais caracteristicasydaestisé sua homogeneidade. Ha apenas um
sorotipo e um fagotipo e trés biovares classicbamados de variedades geograficas, que sdo
definidas pela capacidade de reduzir o nitratoredatar o glicerol. Apesar de nao diferirem
guanto a patogenicidade, nem nas formas clinieaa am dos trés biovares esta associado a
uma das trés pandemias que ocorreram no passaimzas Antiquaou continental (glicerol +;

nitrato +), esta associado a primeira pandemiajowab Medievalis (glicerol +; nitrato -),
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associado a segunda pandemia e o biozientalis ou Oceénico(glicerol — ; nitrato+),
associado a terceira pandemia (PERRY; FETHERSTOB7)1 Um quarto biovar, denominado
Microtusfoi proposto para incluir as cepas chinesas avitateao homem, que ao contrario dos

trés biovares classicos, fermenta arabinose (Zle¢Cdl, 2004).

2.6 Aspectos genéticos e evolucionarios ¥ersinia pestis.

O genoma d¥. pestise constituido de um cromossomo, com aproximadanief&d
kb, onde existe uma regido considerada uma “ilhaltée patogenicidade” (HPI). Possui trés
plasmidios prototipicos de fundamental importapeiea a viruléncia das cepas: pYV (x 70 kb),
pFra (+ 100 kb) e pPst (£ 9,5 kb) (CARNIEL, 200 ENG et al, 2002; PARKHILLet al, 2001;
SONGet al, 2004) (Figura 4).

Um caminho evolucionario foi propogi@raY. pestis Durante toda a sua existéncia a
Yersinia spppatogénica apresentou o plasmidio pYV, respongiMelim complexo sistema de
secrecao tipo lll e efetores que atuam nas célolase do hospedeiro, sendo essenciais para
patogenicidade (BRUBAKER, 1991, 2004) e uma regi@adependéncia ao calcilery/) para
crescimento a 37°C (CORNELIS, 2000). ProvavelmenigYV foi um forte determinante na
evolucdo daYersinia como um patégeno entérico de mamiferos. Mais taad&ersinia
pseudotuberculosisdquiriu certo nivel de habilidade para colonizasetos, provavelmente
através da obtencdo docus cromossomahmsque persistiu n&'. pestis Esselocus atua na
colonizacdo da pulga pela bactéria, multiplicac@o béctéria e consequente blogueio do
proventriculo da pulga, através da formacéo de iofiirhe (HINNEBUSH et al.,2002; ZUREK
et al, 2001).

O plasmidio pFra pode ter sido adquirido pelaatmncom um&aalmonella spmo tubo
digestivo de um inseto ou de um mamifero ou no & um mamifero (PRENTIC& al.,
2001). Este plasmidio € fundamental & sobrevivédad. pestisno organismo do inseto ou do
mamifero. O geneafl localizado no plasmidio pFra, codifica um polijego capsular (antigeno
F1), que é exportado para a superficie da célore forma a capsula fibrilar (ZAVIALO¥t
al., 2003). Essa capsula inibe a fagocitose por magodfam sinergismo com o sistema de
secrecdo tipo Il (DUet.al, 2002). Além disso, o pFra codifica também adiysése D que
auxilia a resisténcia da bactéria no tubo digestavpulga (HINNEBUSHet al.,2002).
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Em um evento subsequente, o plasmidio pPstadmw do genela que codifica o
plasminogénio ativador foi adquirido, promovendaliaseminacdo da bactéria, formacdo de
bubdo em hospedeiros mamiferos e aumento da &@atéena pulga infectada ( SEBBANE
al., 2006).

U
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4.650 kb S (LD

Pl pYV
Jé«’ Q‘,' > - 70 kb
Sl RS

) T e

Plasmidio pPst
9.5 kb

Figufa Esquema representativo do genoma de uma cepadipitgoestis
Fonteal — Balbinoet al (2004).

2.7 Formas clinicas

A peste se apresenta usualmente sob trés dodh@cas: bubdnica, septicémica e
pneumonica. Existe ainda formas mais raras comeste faringiana, a oftalmica e a meningeal,
ou mesmo uma forma oligossintomética denominpeasdis mino(ALMEIDA et al, 2005).

A forma bubbnica é a mais comum. Ela tem unfiopge de incubacéo de dois a seis dias
e inicia de forma abrupta com sintomas do tipodeddta, calafrios, cefaléia intensa, mialgias,
nauseas, vomitos, anorexia, prostracdo, mal-estageral, confusdo mental e taquicardia. O
sintoma mais caracteristico € o bubdo, que cosapaeecer no segundo ou terceiro dia apos o
inicio da infeccdo. O bubdo é ovalado, apresenpela distendida, brilhante, com coloracao
vermelho escuro, as vezes hemorragico, raramermeradio, mas extremamente doloroso
(BRASIL, 2008). Ele é resultado da inflamacdo agdda linfonodos que drenam a area de
inoculacao do bacilo (ALMEIDAet al, 2005) (Figura 5).

A peste septicémica primaria € pouco freqUerite éecaracterizada pela presenca de
bacilo no sangue e ndo apresenta comprometimemdend® dos linfonodos. Clinicamente a
peste septicémica assemelha-se a septicemias aaysadoutros gram-negativos (FUNDACAO

NACIONAL DE SAUDE, 2002). O estado geral é gravemcprostracdo intensa, pulso rapido,



24

dispnéia, hemorragia cutanea, mucosa e até nogmg&rnos, sobrevém rapidamente o coma e
o0 paciente vai a 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A forma mais grave da doenca é a peste pneumobd@ado ao seu potencial de
epidemizacdo e alta letalidade (ALMEIDé&t al., 2005). Ela pode ser secundaria a forma
bubbnica ou a septicémica, ou primaria quando hd#atm direto com tecidos de animais
infectados, com doente de peste pulmonar ou aieldadisseminagdo de aerossois contaminados
pelo bacilo da peste em guerra bacteriolégica (TRIO DA SAUDE, 2008). Tem inicio
subito e rapida evolucdo, com febre acima de 4Q@&afrios, astenia, nausea, vomitos,
hipotenséo arterial, arritmias. Na falta de trataimeadequado, a toxemia se torna significante,
levando a delirios, coma e por fim a morte (ALMEIB#al, 2005).

Figura 5Individuos apresentando bubdes pestosos.
Fonte: Brasil (2008).

2.8 Modo de transmisséo da peste

A peste é uma doenca primaria dodawes. A principal forma de transmisséo do bacilo
da peste é através da picada da pulga infectadaegoentamina ao ingerir sangue infectado de
hospedeiros (PERRY; FETHERSTON, 1997). Os roedeé&ss 0s principais reservatérios da
peste. Embora nem todas as espécies tenham a nmapur@ancia, cerca de 230 espécies de
roedores albergam naturalmenté.gestigMINISTERIO DA SAUDE, 2008)

A pulga pode infectar outros animaislusive o homem (PERRY; FETHERSTON,
1997). Os casos humanos geralmente sao precedidepipootias, mortandade de roedores, sem
causa aparente. Com a morte do roedor, as pulgdsrg@adas a buscar hospedeiros alternativos
(STENSETHet al, 2008).
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Alguns animais lagomorfos, marsupiaisgtivoros, carnivoros selvagens e domeésticos,
também pode contrair a infecgdo. As aves sao éeifaata infeccdo, mas podem carrear pulgas ou
carcacas infectadas para outras localidades (STENS& al, 2008). Animais domésticos
podem carrear pulgas infectadas de roedores si#ggsdra dentro das casas e transmitir a doenca
aos seus donos através de mordidas, arranhadymascgalmente através de aerossois, caso
tenham desenvolvido a forma pulmonar (ALMEIBAal, 2005).

Um cuidado especial deve ser tido pofiggionais como veterinarios e laboratoristas
para ndo se contaminarem com tecidos de anima&staafos por meio do contato com abrasdes
na pele, contetado do bub&o, conjuntiva ocular ooosel orofaringea (LEAL-BALBINGet al,
2009).

A forma pneumodnica primaria pode ser transmitidapdssoa a pessoa por meio de
aerossois e também através da disseminacadr.daestis durante ataques bioterroristas
(INGLESBY et. al, 2000; STENSETHt. al, 2008).

O homem e roedores infectados contribyama a dispersdo da doenca quando se
deslocam para locais distantes (LEAL-BALBIN®Dal.,, 2009).Em 2002 foram confirmados dois
casos aloctones de peste bubdnica em Nova Yorkndiriduos procedentes do Novo México,
area focal (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2004). D mesmo 0s paises nio
endémicos devem avaliar a possibilidade de surgorasnovos focos naturais.

<

e

7 N 4

>
<!? W-;——]'
t%—" *-’ ﬁ

wmmsnl- Picada de pulga W

v
/'\

Mordeduras e aerosséis
Ingestdo ou contato com
tecidos infectados

s Transporte a longa disténcia W

/\

Figura 6: Possiveis caminhos de transmissado para o bacpesta,Y. pestis,
Fonte: Stensetét al. (2008).
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2.9 Diagnostico laboratorial

O diagnostico da peste é feito atraveéstéatnicas bacteriologicas, sorologicas e as
moleculares também ja séo aceitas pela OM§ol® standardpara o diagnostico dé. pesti€ o
isolamento da bactéria por meio de cultura (CHW020entretanto esse procedimento além de
demorado pode ser prejudicado por transporte eecaaio inadequados das amostras.

AY. pestisé considerada um patdgeno de classe 3, o querregstlacdes especiais
para 0o seu manuseio, além disso, o0s profissia@rarslvidos nessas atividades devem estar

conscientes do risco existente (ALMEIRAal.,2005).

2.9.1Diagn0stico bacteriolégico

Consiste no isolamento da bactérigadir do sangue, aspirado de bubao, liquido
cefalorraquidiano, secrecao brénquica do homemerado de pulgas ou ainda sangue e visceras
de roedores (CHU, 2000).

2.9.1.1 Exame direto

No exame direto € preparado um eafreglo material que pode ser de origem humana
ou animal e apGs secagem na lamina, utiliza-se eseed trés métodos para coloracdo: metodo
de Gram, corante de Wayson ou coloragdo por azuhetdeno. O método de Gram permite
observar os bacilos pestosos nos esfregacos, contadrante de Wayson e o azul de metileno
sdo0 mais simples e ressaltam o aspecto bipolar atdéria, facilitando a identificacéao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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2.9.1.2 Cultura

As diversas amostras de material monde animais ou de puljado semeadas em
duas placas de gelose peptonada (Blood Agar B&&B), em pH na faixade 74 a 7,6 e a
temperatura ideal para o crescimento é 28°C (KARIMI78; CHU, 2000). Depois do semeio
instila-se uma gota do bacteriéfago antipestoseaBpo em uma das placas. A lise provocada
pelo fago pode ser percebida dentro de 18 a 24 l{Brgura 7), mas as colonias depestisso
tomam seu aspecto caracteristico apds 48/72 herascdbacdo (MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

Lise provocada pela a¢éo do
fago antipestoso.

Figura 7: Teste do bacteri6fago para confirmacadrdaestis.
Fonte: Brasil (2008).

O cultivo em caldo Brain Heart Irifus (BHI) é realizado sob as mesmas condi¢des de
temperatura e pH utilizados para cultura em pl@cerescimento pode ser visualizado apos 24/48
horas, o aspecto é flocular e ndo ha turvacéo (C2000).

Apesar da cultura ser considerada padufio no diagnostico da peste, procedimentos
inadequados de transporte e conservacdo podent d@gsacacao ou contaminacdo das amostras
ou morte da bactéria (LEAL; ALMEIDA, 1999).
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2.9.2Diagn0stico sorolégico

Quando as amostras ndo sdo viaveiscpiditaa, a utilizacdo de exames soroldgicos torna-
se essencial (ALMEIDAet al, 2005). O diagndstico sorolégico é baseado nayss de
anticorpos contra a proteina capsulai¥daestigfracao antigénica 1 ou F1).

2.9.2.1 Técnica de hemaglutinagéo

Entre as técnicas sorolégicas a de hemaglutinag@ohemacias de carneiro (HA) é a
mais recomendada para o diagndstico de casos hsprastreamento da peste em roedores e em
inquéritos sorolégicos para delimitacdo dos foddBN(STERIO DA SAUDE, 2008). Apesar de
ser usada em larga escala no diagnéstico da pasteemaglutinacdo apresenta varios
inconvenientes: complexidade, reagentes perecidimixa sensibilidade (ALMEIDAet al,
2005).

2.9.3Diagnostico molecular

Os métodos moleculares foram promostmmo um rapido caminho para identificar
sequéncias de DNA de organismos patogénicos emca®eimfecciosas, com diagnostico
potencial mesmo quando a bactéria ndo € mais BRILICH et. al.,1991). Resultados rapidos
permitem o acionamento imediato das medidas deatengue € de grande importancia para
doencas de rdpida epidemizagéo, como a peste.s@engruléncia plasmidiais e cromossomais
daY. pestisao utilizados como alvo para identificacdo e d¢aremacao das cepas em humanos,
roedores e pulgas (CHU, 2000).
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2.9.3.1 PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) desedagbor Mullis e Faloona (1987)
tem destaque entre os métodos moleculares. Nassaagdiminutas quantidades de seqiéncias
de DNA ou RNA sdo enzimaticamente amplificadas @qié alcancem uma concentracdo
suficiente para ser detectada. A PCR tem por basecgda agente causador de uma doenca
possui sequéncia caracteristica propria em suaasigdm de DNA ou RNA, pela qual pode ser
identificado (KONEMAN, 2001).

A PCR consiste de trés etapas fundéare que juntas correspondem a um ciclo da
reacao: desnaturacéo da fita dupla do DNA, aneltordmpar derimerse extensado destes com
auxilio da enzimd& aq DNA polimerase. Cada etapa é realizada a uma tetypardiferente e os
ciclos ocorrem repetidas vezes. No final do praxessjuantidade desejada do DNA-alvo é
alcancada, tornando possivel sua deteccao (KONEN2ABL).

Além da investigacdo em amostrasmniesea PCR também pode ser utilizada na analise
de amostras antigas. Através da PCR foi identificaxhterial genético d¥. pestisem tecido
coletado da polpa dentaria de esqueletos de vitoaasPeste Negra” (séc. XIV-XVI). Os
resultados desse estudo acabaram com as duvidasedé pestisteria ou ndo sido o agente
causador dessa pandemia (RAOWttTal, 2000).

Nos ultimos anos, varios protocolos bdes em PCR foram desenvolvidos para o
diagnostico da peste em material humano ou aniorabc sangue, aspirado de bub&o, visceras
de roedores e macerado de pulgas (LEAL; ALMEIDA999LEAL et al., 1996, LOIEZet al,
2003; SOUZAet al, 2007), todos eles baseados na utilizacdo desgingiruléncia plasmidiais

e cromossomais dé. pesticomo alvo para identificacdo e caracterizacao desstria.

2.9.3.2_ Multiplex-PCR (M-PCR)

E uma variacdo da PCR convencionajua so utilizados mdltiplos pares ghimers
dirigidos a diferentes alvos, numa mesma reacaaimA® possivel amplificar de modo
simultaneo sequéncias-alvo de diferentes microsgamé ou mais de uma sequéncia-alvo de um
mesmo microrganismo (KONEMAN, 2001).
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A M-PCR foi padronizada para o diegjitd de peste e sepsimerssao direcionados
aos genesirp2, presente na ilha de patogenicidade cromossaraél; IcrV e pla, presentes
respectivamente nos plasmideos pFra, pYV e pP#L(| BLMEIDA, 1999).

Nos diversos focos de peste, inckisig Nordeste do Brasil, foram encontradas cepas
atipicas faltando algum plasmideo ou contendo ptiesms adicionais (FILIPPO¥t al., 1990;
LEAL et al.,, 1997, 2000). A M-PCR se torna entdo importante)cpalmente para estudos
epidemioldgicos, pois além do diagnostico ela perrambém a caracterizacdo dos fatores de
viruléncia classicos das cepas W®e pestis.Esta técnica foi empregada com sucesso no
diagnostico de peste diretamente em hemoculturahansem prévio isolamento da bactéria ou
extracdo de DNA e mostrou-se Util também para estudtrospectivos (LEAL; ALMEIDA,
1999; MELOet al, 2003).

2.9.3.3 Nested-PCR (N-PCR)

A técnica Nested-PCR (N-PCR) é uma ganada PCR quando se deseja melhorar a
sensibilidade e especificidade (ERLICEH al, 1991). E um procedimento realizado em duas
etapas de amplificacdo: na primeira é utilizado pan deprimers que anelam em uma regiao
mais externa ao alvo, posteriormente, os amplig@rados na primeira reacdo servem como
molde para a segunda etapa que utpizenersdirigidos a uma regido mais interna ao primeiro
produto. A reamplificacdo do produto aumenta a ibéitede da técnica, no entanto, a
transferéncia dos amplicons-molde para o microtddocsegunda reacdo aumenta o risco de

ocorrer contaminacdes cruzadas que podem alteesmutiado real (ERLICHget al, 1991).

A N-PCR foi adaptada para uso em bdeaoedores sem extracdo prévia de DNA,
tendo como alvo de amplificacdo o geradl codificador do antigeno F1 especificoYtepestis
(LEAL et al, 1996). Em trabalho posterior foi analisado o éimide deteccdo da PCR
convencional com oprimersinternos e com ogrimers externos e da N-PCR, usando como
molde DNA extraido de¥. pestise suspensdes bacterianas. Foi demonstrado quePfdRa
convencional a amplificacdo € visivel até quandameostra tem 100pg de DNA e em outra
situacao quando a suspensédo tem até 2000 unidadesibras de coldnia (UFC). J& para N-PCR
a amplificacdo é visivel até 1pg de DNA e 2 UFC Z@ et al, 2007), mostrando entdo o

guanto a N-PCR é mais sensivel que uma PCR simples.
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2.9.3.4 Nested-PCR em tubo Unico (N-PCRThbU)

Para reduzir o risco de contaminacaajuss etapas da técnica de Nested-PCR foram
adaptadas para um mesmo microtubo, Nested-PCRtamihico. Deste modo os dois pares de
primers sdo adicionados no mesmo tubo de reacdo (ERLI€HAL, 1991). Para evitar a
competicdo entre os pares piemers permitindo que eles atuem em momentos distirgas,
propostas duas alternativas: uma delas € usaeunliésr temperaturas de anelamento para cada par
deprimers(GOOKIN et al, 2002; HERRMANNet al.,1996; LLOPet al, 2000; MATHISet al,
1996; YLITALO et al, 1995) e a outra € promover a separacao fisisargsmos (ABATHet
al., 2002; BERGet al, 2001; OLMOSet al, 1999).

Abathet al (2002) desenvolveram para o diagnostico da esquistossonnose N-
PCRTbU, com os pares gemersinternos e externos separados fisicamente, naafeaguinte:
osprimersinternos sao fixados por evaporacdo na tampa dmtabo e oprimersexternos sao
adicionados no fundo do tubo junto com os demaigeaetes de PCR. Assim, na primeira etapa
da reacdo quem atua saopoisnersexternos. Ao final dessa etapa o tubo é invesés vezes
a fim de que oprimersfixados na tampa sejam diluidos, deste modo, gianska etapa da reacao
guem atua sdo gwimersmais internos ao alvo. Essa técnica foi padralaizzara o diagnostico
da peste em amostras biolégicas, com os dois panesmersdirecionados ao gereafl day.
pestis SOUZA et al.,2007).

O limiar de deteccdo da N-PCRTbUizditdo DNA extraido d&'. pestise suspensao
bacteriana foi analisado e os resultados demoastrama sensibilidade um pouco menor que
para a N-PCR convencional. Para a N-PCRTbU a acgg#o foi visivel até 10pg de DNA e 20
UFC em suspensédo (SOUZ&A al, 2007), sendo entdo seu limiar de deteccédo l@svernor
gue para N-PCR convencional. Essa reducdo na #siefsle pode ser explicada devido a
presenca de potenciais inibidoresTaday DNA polimerase presentes na reacdo de N-PCRTbU e
que na reagdo de N-PCR convencional sdo diluidasegondo tubo de reacdo que contem um
novomixde reagentes (MENDES, 2007). Entretanto, essa dedug sensibilidade € compensada

pela reducéo do risco de contaminacao durantexsfér@&ncia de amostra de um tubo a outro.
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2.10 Tratamento da peste

Os antibidticos de escolha para o tratdo da peste sdo o0s aminoglicosideos,
estreptomicina e gentamicina. A estreptomicina résickierada como padrdo ouro para casos de
peste pneuménica e a gentamicina é prescrita passoyer formas da doenca (LEAL-
BALBINO et al.,2009).

Nos ultimos tempos, as quinolonas témhgaum papel importante na terapéutica dessa
doenca (LEAL-BALBINO et al., 2009). Entretanto cumpre ressaltar que na décadh9€o,
foram detectadas cepas de pestismultirresistentes em Madagascar e cepas resisteérge
quinolonas na Russia (ALMEIDAL al, 2005).

As tetraciclinas e o clorafenicol sadiraicrobianos de segunda escolha. A tetraciclina
para casos ndo complicados e o clorafenicol patastas formas clinicas. J& os betalactamicos
nao devem ser utilizados, pois séo ineficazes pén@amento da peste e podem elevar o risco de
complicacbes (LEAL-BALBINCet al, 2009).

O tratamento deve ser iniciado o mages@cemente possivel a fim de evitar a evolugéo
da doenca, dada sua rapidez e gravidade (ALME#&DAL, 2005). O Centro de Controle de
Doengas (CDC) recomenda que o paciente permarsadasdurante as primeiras 48 horas apés
o inicio do tratamento devido ao risco de evoluygd@ pneumonia, forma altamente contagiosa
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

2.11 Controle e prevencéo da peste

As atividades de controle devem ser dedeitlas em todas as areas pestigenas e por
exigéncia do Regulamento Sanitario Internaciona portos e aeroportos internacionais. Elas
tém por objetivo evitar a infeccdo de humanos palntrole dos focos naturais; reduzir a
letalidade e impedir a ocorréncia de epidemiastiaaveontinuamente o risco de infec¢cao para
humanos e impedir a reintroducdo da peste urbaaséat de portos e aeroportos (BRASIL,
2008).

As principais recomendacdes para canilal peste sdo: vigilancia continua das areas de

foco, identificacdo e tratamento precoce de caswsahos, quimioprofilaxia (tetraciclinas ou
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fluoquinolonas), e a notificacdo e intercambio cas organizagdes internacionais de saude
(LEAL-BALBINO et al., 2009). Também é recomendado trabalho laboratenalnivel 3 de
biosseguranca; transporte e guarda de amostradgicaé e cepas isoladas em condi¢des
rigorosas de biosseguranca, em funcédo do riscangatede uso d&'. pestiscomo agente de
bioterrorismo (ALMEIDAet al.,2005; STENSETHet. al, 2008).

Ainda ndo ha uma vacina disponiveherialmente, apesar de novos produtos estarem
sendo avaliados (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Umaiva com microrganismos atenuados
€ recomendada apenas para profissionais em sitdagdgco, entretanto essa vacina nao protege
contra a peste pneumonica primaria e é pouco efisaiza a peste bubdnica (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 1999).

E necessario que a populacido em gera twnhecimento da gravidade da peste, do seu
ciclo epidemiolégico e que seja orientada comoae\at exposicado a situacdes de risco (LEAL-
BALBINO, et al.,2009). Quanto aos profissionais de salude é esbepaastejam preparados
para lidar com o problema, porque infelizmente @araaioria deles o desconhecimento é regra
(ALMEIDA et al.,2005).
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3 JUSTIFICATIVA

No mundo, a peste é ainda considetadaproblema de saude publica, constituindo
ameaca para alguns paises da América do Norte,idando Sul, Africa e Asia. Novos casos
humanos de peste devem ser prontamente diagnastieads focos ambientais mantidos sob
vigilancia constante.

No Brasil, ha focos ativos de peste quemanitorados pelo Ministério da Saude em
colaboracdo com as Secretarias de Saude dos masiofple estéo localizados os focos.

Métodos de diagndstico rapidos, e$jges e reprodutivos sdo necessarios para essas
atividades. Assim testes que possam ser utilizpdlus laboratérios regionais responsaveis pelo
diagnostico sdo importantes.

O desenvolvimento dets de diagnostico baseados nas técnicas de N-PCRTHU e
PCR, ja aplicadas na deteccado Yepestisem diferentes tipos de materiais biolégicos, tera
fundamental importancia. Evitara erros de pipetagetontaminacéo cruzada durante o preparo
da mistura de reacgéo e reduzira o tempo de diagoost
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Em que medida as reacdes conkitsNested-PCR em tubo Unico e Multiplex-PCR séo
reprodutiveis e por quanto tempo eddesserdo estaveis estando armazenados a -20° Cteluran
um periodo de 12 meses?
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5 HIPOTESE

Oskits baseados nas técnicas de Nested-PCR em tubo eénibtultiplex-PCR
apresentam reacdes reprodutiveis e podem ser aratizea -20° C, permanecendo estaveis por
pelo menos 12 meses.
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral

Avaliar a reprodutibilidade das reaceea estabilidade dddts Nested-PCR em tubo

unico e Multiplex-PCR para aplicacéo no diagnéstiegeste.

6.2 Especificos

a) Formularkits contendo reagentes para as técnicas de N-PCRTHWPER;

b) Avaliar a reprodutibilidade das reacdes por refetios experimentos;

c) Avaliar a estabilidade ddsts a -20°C, durante 12 meses;

d) Avaliar a estabilidade ddsts com base nas condi¢Ges de transporte
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Bactérias

O DNA da cep. pestisP. Exu 390-2 da colecdo déersinia spp.do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes-FiocfGPgAM-Fiocruz)foi utilizado como controle positivo para
todas as reacdes de PCR. Essa cepa contém todatm@s de viruléncia presentes nos trés
plasmidios e no cromossomo da bactéria.

O DNA de um clone mutante da cepapestisP. PB 881 isolada em 1986 da
hemocultura de um paciente do Estado da Paraib®MEARA et al, 1989) foi utilizado como
controle negativo para reacdes de N-PCRTbU. Apdeasa cepa ter apresentado em outros
trabalhos (LEAL; ALMEIDA, 1999; SOUZAet al., 2007) os fatores de viruléncia classicos da
espécie, em testes subsequentes ela mostrou dexgam de seus plasmidios, o pFra. Com isso,
a cepaY. pestis?. PB 881 nao apresenta o gea#l que € alvo da amplificacdo na reacédo de N-
PCRTbU, podendo entao servir como controle negg@@ra a mesma.

Como controle negativo para as read@&ebl-PCR, foi utilizado o DNA de um clone
mutante da cep¥. enterocoliticadl. Essa cepa foi isolada de suino sadio no estad®io de
Janeiro e a principio apresentava o plasmidio pYovgenerp2 (LEAL et al, 1997) entretanto
novos testes mostraram que ela ndo possui maisimedbs genes de viruléncia caracteristicos
das yersinias patogénicas.

Todas essas cepas fazem parte da oddiegéersiniaspp do CPqAM-Fiocruz e estédo
estocadas na bacterioteca do Servico Nacional figéReia em Peste (SNRP), no Laboratorio de
nivel de biosseguranca 3 (NB3), estando consesvaaiacamada alta de gelose, em camara fria
(4°C).

7.2 Condicdes de cultivo

As cepas d¥. pestisestocadas foram reativadas por semeio em caldairi'Bfleart
Infusion” (BHI-Difco) e incubadas a 28°C por 48 &®r Em seguida, uma aliquota do caldo foi

semeada em placas de Blood Agar Base (BAB-Ime&iaja confirmacédo da pureza 2 ou 3
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colénias com morfologia caracteristica e pestisforam repicadas individualmente em caldo
BHI e plaqueadas em meio BAB, no semeio foi ad@&ito gotas do fago antipestoso. Apos 24
horas de incubacdo a 28°C observou-se a lise padaopelo fago no local onde foi instilado
(KARIMI et al, 1978)

A cepa . enterocoliticadl foi semeada em BHincubada a 37°@or 24 horas e em
seguida plagueada em meio BAB. Coldnias com aspectxteristico d¥. enterocoliticdoram
confirmadas através de nove testes bioquimicosdesimo meio de Rugai e Araujo modificado
por Pessoa e Silva. Esse meio é utilizado paratiiidagdo de membros da familia
Enterobacteriaceaepermitindo em um so6 tubo verificar fermentagcédosdaarose e glicose,
producdo de gés,.8 e indol, hidrélise da uréia, desaminacdo doptdfano, descarboxilicdo da
L-lisina e motilidade (PESSOA; SILVA, 1972; RUGAMRAUJO, 1968).

O crescimento das cepas Ylepestise Y. enterocolitcaem BHI foi utilizado para

extracdo do DNA total.

7.3 Extracdo do DNA total

A extracdo do DNA gendmico das cepasYdepestise Y. enterocoliticafoi baseada no
protocolo de extracdo de Souetal. (2007). Os procedimentos para extracdo do DNAYde
pestis foram realizados em laboratério NB3, com todos empiipamentos de seguranca
necessarios.

Um mililitro de cada cultura em BHI foiilizado para essa extracdo. Esse volume foi
centrifugado a 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadantéefgartado, o sedimento suspenso eml500
de TE e homogeneizado. Em seguida foram adiciona@asde lisozima (10mg/ml) e apos
homogeneizar adicionou-sel@e proteinase K (5mg/ml). A suspensao foi incaadb0°C por
20 minutos seguido da adicdo de 1l0@e STE (SDS 2,5%, Tris-HCI 10mM pH 8,0; EDTA
0,25M), 15 minutos de incubacdo a 60°C, 5 minutdéengperatura ambiente e 5 minutos em
banho de gelo. A suspenséo foi neutralizada comlX&0acetato de amonio 7,5M, mantida em
banho de gelo por mais 15 minutos e depois cegadfia por 5 minutos a 12.000 rpm.
Aproximadamente 7Q0 de sobrenadante foi transferido para outro tagcionando o mesmo
volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (28:2) e centrifugado por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e A Pkecipitado com aproximadamente 420

de isopropanol e armazendo a -80°C por 30 minutog 620°C por 24 horas seguido de
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centrifugacéo por 10 minutos e descarte do sobastadO precipitado foi ressuspenso eml 10
de RNAse (10mg/ml) e conservado a -20°C.

A qualidade do DNA obtido foi avaliadravés de eletroforese em gel de agarose 1%,
contendo 10l do coranteSybr Safglnvitrogen, Brasil) Foi utilizado tampéo TBE (Tris-borato
0,089 M; &cido bédrico 0,089M; EDTA 0,002M), a 100VApoés a eletroforese o DNA foi
observado sob luz UV. A quantificacdo foi realizgolar comparagdo com uma quantidade
conhecida de DNA do fagambdaclivado pela enzim&lindlll usando o programa 1D Image

Analysis, versao 3.5 (Kodak Digital Science).

7.4 Experimentos com Nested-PCRTbU

Para as reacfes de N-PCRTbU, féizadio um par derimers direcionado a uma
regido mais externa da sequéncia do gafie alvo da reacdo e um par plémersdirecionado a
uma regidao maisnterna desse alvo, o fragmento esperado apoOs assphficacdo apresenta

aproximadamente 500 pares de bases (pbpri@ersapresentam os seguintes desenhos:

a) Primersexternos: 5-CAG TTC CGT TAT CGC CAT TGC 3’ e 5 TATGG TTA GAT
ACG GTT ACG GT-3' (NORKINAet al, 1994).

b) Primersinternos: 5-TTG GAACTATTG CAACTG CTA 3 e 5 TA GAT ACG GTT
ACG GTT A-3’ (LEAL et al, 1996).

Seguindo o protocolo descrito por Soetzal (2007) osmicrotubos foram previamente
preparados para as reacdes de N-PCRTbU. Um miordit cadgrimer interno (20 pmol) foi
aplicado na face interna da tampa de cada micrgtuitamente com tracos do corante azul de
bromofenol (adicionado para facilitar a visualizaggpods a diluicdo). Os tubos foram mantidos
abertos em cabine de seguranca biolégica por apamdmente 40 minutos para fixacdo dos
primers por evaporacdo. Paranoix de reacao foi utilizado: Tampao (Tris-HCI 20mM-gt0;
KCI 100mM) ; MgCt 3,0mM; dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 0,4mMprRol de cada
primer externo e 2U d&aqg DNA polimerase. Foi utilizado 20ng do DNA purdibo das cepas
Y. pestiP. Exu390-2 eY. pestisP. PB 881, como controle positivo e negativo respamente.
Para todas as reacoes foi utilizad&itoTag Polymerase Recombinash Invitrogen. Todas as
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reagOes tiveram um volume total de 50ul, em mitrm@gucom ogprimersinternos pré-fixados,
contendo 14 fl da mistura de reacaopllde DNA (20ng) e 344 de agua mili Q.

As amplificacdes foram realizadas emmteiclador Biometra trio thermoblock e em
termociclador Mastercycler eppendorf. O primeiraipgmento ndo possui a tampa que impede a
evaporacao danix de PCR durante os ciclos, sendo necessario adicgwbre a mistura de
reacdo uma camada de 6leo mineral estéril. Paggundo equipamento que possui esse tipo de
tampa, foi necessério padronizar a temperatura elema, a fim de evitar a condensacdo dos
primersfixados na face interna da tampa do microtubcede&o. A temperatura ideal encontrada
foi 99°C. Para os dois casos as temperaturas gagadudos ciclos foi sempre a mesma. A
primeira etapa do N-PCRTbU consiste de 15 ciclospmstos de 1 minuto a 90°C, 1 minuto a
55°C e 1 minuto a 72°C e uma etapa de extensdandeufos a 72°C. Apds a primeira fase de
amplificacdo os tubos séo aquecidos a 90°C porxmpadamente dois minutos e em seguida
invertidos varias vezes para diluicdo gwsners fixado na tampa do microtubo. Os tubos séo
brevemente centrifugados e submetidos a segunel@éaamplificacdo composta por 45 ciclos de
1 minuto a 90°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a &guidos de uma etapa final de 7 minutos a
72°C.

Para avaliar a melhor condicdo de egf@m it foi preparado sob duas formas:

a) Kit 1 N-PCRTbU - Microtubos individuais com todos @agentes prontos para reagao
(Tampéo, dNTP, MgG] primers internos eexternos,Taq polimerase), exceto o DNA e a
agua Figura 8).

B Tamp&o
MaCl,

dNTP
Taa polimerase

A Primers Primers externos
&IZI C

J .TUT

Figura 8: Esquema de preparo dit 1 N-PCRTbU.

Fonte: elaborado pelo autor

Nota: A: Preparacdo prévia dos microtubos de reacdo #Hxatpsprimers
internos);B: Preparacdo dmix de PCR para varias reacd€s;Distribuicdo do
mix nos microtubos de rea¢&o; microtubos prontos para reacao.
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b) Kit 2 N-PCRTbU- Dez microtubos de reacdo compmamersinternos fixados na tampa e
um tubo contendo os demais reagentes da mistueadao (Tampéao, dNTP, MgCprimers

externos,Tagpolimerase), distribuidos em aliquota para 10 rea¢Bigura 9).

Tamp&o Primers internos

MgCl,

dNTP
Taq polimerase
;Primers externos

Figura 9: Esquema de preparo #it 2 N-PCRTbU.

Fonte: elaborado pelo autor

Nota: A: Preparacado dmix para dez reacdeB; Microtubos de reacéo
comprimersinternos pré-fixados.

Os kits nas duas condicbes, 1 e 2, foram acompanhadosbds tontendo DNA
controle positivo e DNA controle negativo, aliquida para 10 reacgdes, ja na concentracao de

uso.

7.5 Experimentos com M-PCR

Nas reagbes de M-PCR foram utilizadestig pares dprimers,para amplificacéo dos
genespla, lcrVv, cafl e irp2 e os fragmentos esperados para essa amplifica@@ods
respectivamente: 920, 800, 500 e 300 pares de .b@segrimers apresentam 0s seguintes
desenhos:

a) cafl: 5-TTG GAACTATTG CAACTG CTA3 e 5 TTAGAT LG GTT ACG GTT A-3
(LEAL et al, 1996).

b) lcrV: 5-AGA GCC TAC GAA CAA AAC CCA C-3' e 5-GCA GGTGGT GGC AAA GTG
AGA T-3' (MOTIN et al, 1992);

c) pla: 5-AAG TTC TAT TGT GGC AAC C-3' e 5-GAA GCG AR TTG CAG ACC-3
(SODEINDE; GOGUEN, 1988).
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d) irp2: 5-AAG GAT TCG CTG TTA CCG GAC-3' e 5-TCG TCG GC AGC GTT TCT
TCT-3' (GUILVOUT et al.,1993).

Os reagentes dat M-PCR foram utilizados nas condi¢cdes estabelequasLeal e
Almeida (1999): Tampao (Tris-HCI 10mM pH 8,0; KAraM; MgCh 1,5mM); dNTP 200uM,
20pmol de cadarimere 1 U deTag DNA polimerase. O DNA purificado das cepaspestisP.
Exu 390-2 €Y. enterocoliticadl, foi utilizado na concentracdo de 20ng comorotmpositivo e
negativo, respectivamente. Os reagentekitdbaq Polymerase Recombinaild Invitrogen foram
utilizados em todas as reagdes de M-PCR. As redgims realizadas em volume total de 25pl,
sendo 15,Al da mistura de reacaopllde DNA (20ng) e 8,8l de agua miliQ.

As amplificagdes foram realizadas em teiglador Biometra trio thermoblock e em
termociclador Mastercycler eppendorf, programadars 30 ciclos constituidos de 1 minuto a
94°C para desnaturacao; 1 minuto a 55°C para aeetardosprimerse 1 minuto a 72°C para
extensdo da fita de DNA, finalizando com uma etdpaextensdo de 7 minutos a 72°C. Para
termociclador com a tampa de protecao contra eagpordomix de PCR, a temperatura ideal
para tampa foi 99 °C.

kit M-PCR também foi construido sob duas formas, aeatiar a melhor condicdo de
estocagem:

a) Kit 1 M-PCR - Microtubos individuais com todos os redge (Tampao, dNTP, Mgg&l
primerse Tagpolimerase), exceto o DNA e a agua, prontos paeagho (Figura 10).

A Tampéo
MgCl,

dNTP

Tag polimerase

Primers
4\

C == =

JUU..

Figura 10: Esquema de preparo #it 1 M-PCR.
Fonte: elaborado pelo autor

Nota: A: Preparacdo dmix de PCR para varias
reacdesB: Distribuicdo domix nos microtubos de
reacdoC: Microtubos prontos para reacgéo.
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b) Kit 2 M-PCR - Microtubos individuais com todos os reagentes dstuma de reacgao
(Tampéo, dNTP, MgG] primers Taq polimerase), jA na concentracdo de uso, distriisuid

em aliquotas para 10 reac¢des (Figura 11).

Tampéo
MgCl,

dNTP
Taq polimerase
f Primers externos

Figura 11: Esquema de preparo &it 2 M-PCR.
Fonte: elaborado pelo autor
Nota: Preparacgéo duix de PCR para 10 reacdes.

Também okits M-PCR (it 1 ekit 2) foram acompanhados de tubos contendo DNA
controle positivo e DNA controle negativo, aliquida para 10 reacgdes, ja na concentracao de

uso.

7.6 Eletroforese

Os produtos de amplificacdo da P@Rlicon3 foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 1%, contendqll@e Sybr SafgInvitrogen, Brasil) em tampé&o Tris-Borato-
EDTA sob voltagem de 100V, por cerca de uma horm &eguida visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta (UV) e digitaddos em camera Kodak® para analise. Foi
utilizado como padréo de massa molecular o “10@-pag DNA ladder” (Invitrogen, Brasil).

7.7 Reprodutibilidade das reagdes

A reprodutibilidade das reacbes cé&its M-PCR e N-PCRTbU foi avaliada por
repeticdo dos experimentos, no mesmo dia, utilizassl mesmas condi¢gdes de reacdo. Bem
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como no terceiro, quinto, décimo, vigésimo e tiiges dias apds a construcdo dkits
(reprodutibilidade inter-teste) e em todos os cdeosealizado duplicata do controle positivo
para comparacdo dos resultados (reprodutibilidadea-teste). Um controle negativo foi

realizado em cada teste (Figura 12).
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2
3°dia 20°dia
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2

5°dia 10°dia
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2

Figura 12: Esquema de realizacdo dos testes para avaliagépmalutibilidade das
reacBes com ddts1 e 2 N-PCRTbU e M-PCR.
Fonte: elaborado pelo autor

Devido a natureza dicotdmica dos resoladbi utilizado o indice de Kappa de Cohen
para avaliar a reprodutibilidade inter-observado©OKEN, 1960). Os resultados de todos os
testes foram analisados por dois diferentes obderga. Foram comparados os resultados dos
observadores entre si com os resultados esperaatasop testes, através de uma tabela 2x2

(Tabela 1):

Tabela: Calculo do indice de Kappa de Cohen

Observador |
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO a b a+b
Observador |l NEGATIVO c d c+d
TOTAL a+c b+d N

Fonte: Ferreira; Avila (2001).

A formula geral para o célculo do indice de KappaCohen é:

, onde:

K=Po-Pe
1-Pe
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Po = é a proporcao de concordancias observadasds/d
Pe = é a propor¢ao de concordancias esperadas-bj(@ + c)] + [(c +d) (b +d)] /N

Para as reacfes de M-PCR foram corsslder positivas apenas aquelas onde foram
visualizados 4 fragmentos com 300, 500, 800 e @@spde bases. As reagfes em que foram
visualizados apenas trés desses fragmentos ou memas consideradas negativas. Para as
reacdes de N-PCRTbU foram consideradas positivagelas) em que foi visualizado um
fragmento de 500 pares de bases e negativas aguelgse esse fragmento néo foi identificado.
Foi analisado em qual formé&it( 1 oukit 2) oskits N-PCRTbU e M-PCR forneceram reagdes
mais reprodutiveis, utilizando a nomenclatura pstgp@or Landis e Koch (1977) que descreve a

concordancia associada com a estatistica de Kapbal@ 2).

Tabe?: Interpretacéo do indice de Kappa de Cohen.

indice de Kappa | Concordancia
< 0,00 Pobre
0,00 -0,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Moderada
0,61 -0,80 Substancial
0,81 -1,00 Quase perfeita

Fonte: Landis; Koch (1977).

7.8 Estabilidade dosits

A estabilidade dddgts M-PCR e N-PCRTbU foi avaliada durante 12 meseski@s
foram preparados, e em seguida armazenados enerfie2@°C). Durante um ano, a cada trinta
dias foram realizados experimentos para avalianocibnamento e a viabilidade deskis Tais
experimentos foram feitos com suas respectivasiciips de controle positivo, as quais

facilitaram as andlises dos resultados (Figura 13).
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Figura 13: Esquema de realizacdo dos testes para avaliagiatdlidade dokits1 e 2

N-PCRTbU e M-PCR.
Fonte: elaborado pelo autor

Durante a avaliacdo da estabilidade foi observadesempenho ddsts M-PCR e N-
PCRTbU sob as duas formas que foram construikibd (e kit 2), para identificar qual delas
confere maior estabilidade aos reagentes dianteidasistancias especificadas. Nesses testes o
kit 2 sofreu trés descongelamentos subsequentes. frafobébservado durante esse periodo a

estabilidade do DNA controle positivo e controlgai®/o que acompanha ks distribuidos em

aliquotas para 10 reacoes.

7.9 Sensibilidade dokits

A sensibilidade das reacdes utililtaros kits foi analisada apds cinco meses de
estocagem a -20°C. Alguns tubos com reagentesqu@atra reacadi¢ 1) doskits N-PCRTbU
e M-PCR foram separados para avaliacdo da sedsithdi de suas reacdes, utilizando varias

guantidades do DNA da cepa pestisP. Exu 390-2 (5ng, 3ng, 1ng, 500pg, 200pg, 100pg e
10pQ).
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7.10 Avaliacdo da estabilidade dosits com base nas condi¢des de transporte

Para simular o transporte défis N-PCRTbU e M-PCR, foi analisado o
acondicionamento em gelo seco. Esses experimemrias frealizados da seguinte forma: alguns
tubos de reacédo pertencenteskdocom reagentes prontos para reagdbl) e os tubos com
DNA controle positivo e negativo foram separados embalagens adequadas, em seguida
armazenados em recipiente contendo sete quilogldesgco. A cada dia o recipiente era aberto
rapidamente e alguns tubos eram retirados paraagab das reacdes de PCR. Apds quatro dias
os tubos de reacgéao restantes foram armazenadosezrife testados nos dois meses seguintes.

Uma forma mais simples de transporte aftalisada para essdé#s. transporte em
temperatura ambientapoés liofilizacdo danix de reagentes. Esses experimentos também foram
realizados apenas comkd 1 (N-PCRTbU e M-PCR). Em cada tubo contenduoio de reacao
foi adicionado 5ul de trealose (T0167-25G/Sigm&edtbncentrada, esse carboidrato funciona
como estabilizador da enziniag polimerase, durante o processo de liofilizacdasAp adicado
de trealose amix, os reagentes foram submetidos a temperaturaOd€ {8r algumas horas, e
em seguida levados para liofilizagdo. Pakat N-PCRTbU ogrimersinternos foram fixados na
tampa do microtubo antes da liofilizacdo. Apds epsecedimento alguns dos tubos com
reagentes liofilizados foram armazenados a -208Qtes foram armazenados em temperatura
ambiente. Osits foram testados nos primeiro, quinto, oitavo dipssaa liofilizacdo e em
seguida uma vez por més durante quatro meses.eagfes de PCR foram realizadas apos a
reidratacdo do material seco com agua mili Q sritei para completar os 25ul para o M-PCR e
50ul para o N-PCRTbU, com a adicdo do DNA molden¢d0 O funcionamento dokits

liofilizados foi avaliado durante um periodo de ijoaneses.
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8 CONSIDERACOES ETICAS

O presente trabalho n&o apresenta implicagcbessgtiztaa vez que € de realizacéo
estritamente laboratorial e as cepas utilizadaa patracdo de DNA pertencem a colecdo de
Yersinia spp.do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&des-FIOCRUZjosenovenientes de

demanda espontanea.
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9 RESULTADOS

9.1 Avaliacéo da reprodutibilidade das reacdes comkit N-PCRTbU

Os resultados foram satisfatonosa vez que, em todas as reacbes em que foi
adicionado DNA da cep¥. pestisP. Exu 390-2 (controle positivo) houve amplificacdo
segmento referente ao geredl, ndo havendo em nenhum dos casos amplificacdo dérsegs
inespecificas. Foi observado em alguns testes que das reacdes positivas, da duplicata,
apresentou fragmento um pouco menos visivel queutea,0isso pode ser observado no
experimento do 3° dia, teste 2kib2 e do 10° dia, teste 2 #a 1 (Figura 14).

No controle negativo do test&itl2, do 20° dia houve amplificacdo de um fragmento
da mesma altura esperada para o gaifie(500 pb) porém de visualizacdo bem menos intensa
gue o controle positivo, dando indicacfes de unmiacoinacéo. Nas demais reacfes em que foi
adicionado DNA da cepd. pestisP. PB 881 (controle negativo), ndo ocorreu angalféo
(Figura 14).

A andlise estatistica utilizandoindice de Kappa de Cohen forneceu um valor
numerico para a reprodutibilidade inter-observa#oi.realizado para cada condic¢ao kiioum
total de 36 reacbes, em 24 delas foi adicionado RN#trole positivo e em 12, DNA controle
negativo. O observador | identificou parid 1 25 reagées com resultado posityd1l com
resultado negativo para o geoafl, uma reagao positiva a mais que o resultado &speO
observador Il identificou 24 reacfes positivas enégativas, o mesmo que o resultado esperado
para essa avaliacdo. Os resultados dos dois oldseegaforam comparados entre si em uma
tabela 2x2 (Tabela 3).
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Tabela 3 Comparacéo dos resultados dos observadores | e Il
para as reagdes conkib1 N-PCRTbU

Observador 1

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 24 0 24
Observador II
NEGATIVO 1 11 12
TOTAL 25 11 36

Utilizando a formula geral do loelide Kappa de Cohen, o valor encontrado para
reprodutibilidade d&it 1 N-PCRTbU foi 0,93 que indica na tabela de Laedi®ch (1977) uma
reprodutibilidade quase perfeita.

Para kit 2, o observador | identificou 26 reacdes positvd$ negativas para o gene
cafl, 2 reacOes positivas a mais que o valor esperagoleservador Il identificou 24 reacdes

positivas e 12 negativas, como o esperado (Tabela 4

Tabela 4 Comparacéo dos resultados dos observadores | e
Il para as reacdes conkit 2 N-PCRTbU

Observador I

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 24 0 24
Observador 11
NEGATIVO 2 10 12
TOTAL 26 10 36

O valor de kappa encontrado f860Esse valor designa na tabela de Landis e Koch

também uma reprodutibilidade quase perfeita.
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1dia 3dia 5dia

Kit1l Kit2 Kit1l Kit2 Kit1l Kit2
Teste 1 Teste 2 Teste ITeste 2  Teste 1Teste 2  Teste 1Teste 2 Teste 1Teste 2 Teste 1Teste 2

10dia 20dia 30dia
Kit1l Kit2 Kitl Kit?2 Kit1l Kit2
Teste 1 Teste 2 Teste ITeste 2 Teste 1 Teste 2 Teste 1Teste 2 Teste 1 Teste 2 Teste 1Teste 2

Figura 14:Produto da amplificacdo do gecafl nas reacdes comkit N-PCRTbU nas formas 1 e Rit(1 ekit
2), para a avaliacdo da reprodutibilidade.

Nota: Testes apresentando controle positivo da$esaem duplicata (cepa pestid. Exu 390-2), mais controle

negativo (cep.pestisP. PB 881).
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9.2 Avaliacéo da reprodutibilidade das rea¢bes comkit M-PCR

A reprodutibilidade das reac6em amkit M-PCR foi avaliada do mesmo modo que
para okit N-PCRTbU e também foram obtidos resultados adeguado

Em todas as reacOes onde foi @adcdo o DNA da cepd. pestisP. Exu 390-2
(controle positivo) houve amplificacdo dos quatagmentos referentes aos geplkes IcrV, cafl
e irp2, com 920, 800, 500 e 300 pares de bases respeetitanEm nenhum dos casos foi
visualizada amplificacdo de fragmentos inespedfiéssim como n&it N-PCRTbU, algumas
duplicatas apresentaram em uma de suas rea¢cosgmoagmentos menos nitidos que a outra.
No kit 1 o fragmento que frequentemente aparece maigettis€ 0 que representa o geradl,
como € o0 caso dos testes 1 e 2 no experimento dilalJa para &it 2, os fragmentos que
algumas vezes se mostraram mais discretos foraefeyentes aos genpka e lcrV, isso ocorre
por exemplo nos testes 1 e 2 do 5° dia. Ndo hoambaum tipo de amplificagéo nas reacdes em
gue foi adicionado DNA da cepa enterocoliticatl (Figura 15).

Na reprodutibilidade inter-observaddatida através do indice de Kappa de Cohen, os
observadores participantes foram os mesmos quisanaah as reacdes #d N-PCRTbU. Tanto
para okit 1 M-PCR quanto para kit 2, era esperado um total de 24 reacOes posikivh3
reacdes negativas. Par&iol, o observador | identificou 24 reacdes positeds?2 negativas,
como esperado, ja o observador Il identificou 2@;0es positivas e 16 negativas. Os resultados

identificados pelos observadores foram comparaaiogrea tabela 2x2 (Tabela 5):

Tabela 5Comparacéo dos resultados dos observadores | e Il
para as reagdes conkiv 1 M-PCR.

Observador I

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 20 0 20
Observador II
NEGATIVO 4 12 16
TOTAL 24 12 36

O valor de kappa encontrado foi 0,7%&eBEglor indica na tabela de Landis e Koch,
uma reprodutibilidade substancial.

Apés andlise dos resultados das reagdms o kit 2, o observador | identificou 23
reacoes positivas e 13 reacfes negativas e o abserlt identificou 22 reacdes positivas e 14

negativas (Tabela 6).
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Tabela 6 Comparacéo dos resultados dos observadores | e Il
para as reagdes conkib 2 M-PCR.

Observador I

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 22 0 22
Observador II
NEGATIVO 1 13 14
23 13 36

TOTAL

O valor de kappa obtido foi 0,94 queigles na tabela de Landis e Koch uma

reprodutibilidade quase perfeita.
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1°dia 3°dia 5°dia
kit 1 kit 2 kit 1 kit 2 kit 1 kit 2
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste . Teste Teste 2 Teste 1Teste 2

10°dia 20°dia 30°dia
kit 1 kit 2 kit 1 kit 2 kit 1 kit 2
Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2 Teste 1 Teste 2

Teste 1 Teste 2 este 1 Teste 2

o

Figura 15: Produtos da amplificacdo dos gepés IcrV, cafleirp2 nas reacdes dat M-PCR, nas formas 1 e Rif( 1
ekit 2), para a avaliacéo da reprodutibilidade.

Nota: Testes apresentando controle positivo dagdesaem duplicata (cepé. pestisP. Exu 390-2), mais controle
negativo (cep. enterocoliticatl).
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9.3 Avaliacéo da estabilidade d&it N-PCRTbU

A estabilidade dat N-PCRTbU kit 1 ekit 2) foi avaliada durante um ano, estando os
mesmos armazenados a -20°C. Foram realizados evgdds mensais para avaliar o
funcionamento dokits nas condi¢des especificadésigura 16)

Como resultados desses testespliservado que em todas as reacfes em que foi
adicionado DNA controle positivo (cepé. pestisP. Exu 390-2), ocorreu amplificacdo do
fragmento referente ao geoafl, e as reagcdes com DNA controle negativo (cépaestis”. PB
881), ndo apresentaram amplificacdo. Nao houveificagBio de fragmentos inespecificos em
nenhum dos casos.

O«its ndo demonstraram alteracdo no funcionamento de re@agentes com o0 passar
dos meses. Também nao houve diferenca significatitra o funcionamento dégs1 e 2.

kit na condicdo 2, em que os reagentes sao aliquotaaas10 reacdes, passaram por
trés descongelamentos subsequentes, entretantesokados foram semelhantes tanto para
reacoes realizadas ap0s o primeiro descongelangemriiato para as realizadas apos o terceiro

descongelamento.
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Figura 16:Produto da amplificacao do geoafl nas reacBes dat N-PCRTbU nas formas 1 e Rit(1 ekit 2),

para a avaliacao da estabilidade.
Nota: Controle positivo das reacdes em duplicagpdY. pesti?. EXU 390-2), mais controle negativo (cépa

pestisP. PB 881).
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9.4 Avaliacéo da estabilidade d&it M-PCR

Também parakit M-PCRTbU kit 1 e kit 2) foram realizados experimentos mensais
para avaliar a estabilidade, estando armazenad® @ pelo periodo de um ano.

As amplificacdes das sequénciaespondentes aos gera, IcrV, cafl eirp2 foram
visualizadas nitidamente em todas as reacdes erfoigagicionado DNA controle positivo (cepa
Y. pess P. Exu 390-2). Nao houve qualquer tipo de angpliiiio inespecifica. Ndo houve
amplificacédo nas reacdes em foi adicionado DNAetm¥ . enterocoliticadl (Figura 17).

Foi observado durante a avaliat@estabilidade quelkit M-PCR teve desempenho um
pouco melhor quando comparado com a avaliacaeptadutibilidade, apresentando resultados
mais uniformes quanto a nitidez dos fragmentos éicgdos nas reacdées com DNA controle
positivo.

N&o houve alteracdo nos resultatbssreagcbes com o passar dos meses, assim como
também nado houve diferencas significativas no fumamento dokits nas formas 1 e 2 que
foram preparados.

Nas reacOes comib2, onde os reagentes foram descongelados 3 wras;ealizacao
dos testes, houve amplificacdo dos controle pasitdo primeiro ao ultimo descongelamento dos

reagentes.
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Figura 17: Produtos da amplificacdo dos gepés IcrV, cafl eirp2 nas reacfes dat M-PCR, condicdes 1 e Rit

1 ekit 2), para a avaliacdo da estabilidade.

Nota: Controle positivo das reacdes em duplicaggpdd’. pestisP. Exu 390-2), mais controle negativo (céfa

enterocoliticadl).
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9.5 Avaliagéo da sensibilidade dosits

Os microtubos com reagentes pronéma peacao, referentes diis 1 N-PCRTbU e M-
PCR, foram avaliados quanto a sensibilidade apbe$es de estocagem a -20°C. Tanto para o
kit N-PCRTbU quanto paralkit M-PCR houve amplificacdo até 10pg de DNA extraldaepa
Y. pestiP. Exu 390-2 (Figura 18).

Figura 18: Produtos do N-PCRTbU e M-PCR com diferentes qdades de DNA da cepd. pestisP. Exu
390-2.

Nota: (A) N-PCRTbU — Linhas: 1: 100pb DNA ladder 529, 3: 3ng, 4: 1ng, 5: 500pg, 6: 200pg, 7: 10@g
10pg, 9: Controle negativo; (B) M-PCR — Linhas:100pb DNA ladder, 2: 5ng, 3: 3ng, 4: 1ng, 5: 5Q0§1g
200pg, 7: 100pg, 8: 10pg, 9: Controle negativo.
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9.6 Avaliagéo da estabilidade dokits com base nas condi¢des de transporte

9.6.1 Transporte em gelo seco

Como resultados dos testes corkitesia condigdo 1kjt 1) armazenados em gelo seco
durante quatro dias, em todas as rea¢gdes em qadiémnado o DNA da cepda. pestisP. Exu
390-2 (controle positivo) houve amplificacdo dasgmentos alvo. Nao ocorreu amplificacdo em
nenhum controle negativo. Os testes foram realzal@ada dia e ndo houve alteracdo no
funcionamento dokits entre o primeiro e o ultimo dia de armazenamenigu(g 19). Os testes
realizados nos dois meses seguintes apds os tebtates serem armazenados em freezer,

mostraram também resultados adequados (dados rdimadus).

dia 1l dia 2 dia 3 dia 4

dia 1l dia 2 dia 3 dia 4
- ‘8
- —me
- e -
-

Figura 19: Produto das reacdes cdits N-PCRTbU e M-PCR armazenados em gelo seco p@ast di
Nota: Testes apresentando controle positivo dag®essem duplicata, mais controle negativo.
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9.6.2 Transporte em temperatura ambiente com reagéinfilizados.

Para o transporte em temperatnaiente, apos adicdo de trealose, os tubos gronto
para reacaok{ts 1 N-PCRTbU e M-PCR) foram submetidos a liofilizacAlguns desses tubos
foram mantidos em temperatura ambiente e outranfaarmazenados em freezer e durante
guatro meses esskiss foram testados.

Até o 30° dia okit N-PCRTbU e M-PCR, armazenados tanto no freezentquem
temperatura ambiente, apresentaram bom funcionam@pbs 60 dias apenas nas reacdes com
os kits armazenados em freezer, foi visualizado amplificagas sequéncias alvo. Gds
armazenados em temperatura ambiente ndo apreserftaraionamento adequado a partir das

reacoes realizadas no 60° dia. (Figuras 20 e 21).

Freezer
5° dis 8° dia 3C° dia 6C° dis

Temperatura ambiente

1° dis

5° dis 8° dia 3C° dia 60° dis

Figura 20: Produto da M-PCR colkits liofilizados apés adicéo de trealosenaia de reacéo.
Nota: Testes apresentando controle positivo dagesaem duplicata (cepa pestisP. Exu 390-2),
mais controle negativo (cepra enterocoliticadl).




Freezer

5° dia 8° dia 30° dia 60° dia

vF I I I .

Temneratura ambiente

5° dia 8° dia 30° dia 60° dia

Figura 21 Produto do N-PCRTbU coiits liofilizados ap6s adi¢éo de trealosemaix de reacao.

Nota: Controle positivo das reacBes em duplicaggdd’. pestisP. EXU 390-2), mais controle

negativo (cep’. pestis?. PB 881).
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10 DISCUSSAO

Vérias técnicas baseadas em PCR foemandolvidas e aplicadas na identificacdo da
Y. pestiSLEAL; ALMEIDA, 1999; LEAL et al., 1996; LOIEZet al, 2003). Apesar de serem
bastante sensiveis e fornecerem resultados ramdpeparo danix de PCR ainda desperdica
tempo, além de esta sujeito a riscos de contanonagéos de pipetagem e outros problemas
relacionados aos lotes de reagentes (RAMANUJAN3L9®ensando nisso, no presente trabalho
foi estudada a possibilidade de desenvokits de diagnostico baseados nas técnicas de N-
PCRTbU e M-PCR para serem aplicados no diagnésiécpeste. Estas técnicas sdo bastante
sensiveis e especificas e demonstraram eficactenaficacdo dey. pestis.

A reprodutibilidade pode ser defa) segundo ten Bosch e Angmar-Mansson (2000)
como sendo a capacidade de um método em produzinessos resultados sob diferentes
circunstancias. Os resultados da avaliacdo da depbdidade das reagbes com ks N-
PCRTbU e M-PCR demonstraram que nas duas formafram construidos (reagentes prontos
e reagentes em aliquotas para dez reacfi@a)n reprodutiveis de acordo com Landis e Koch
(1977). Apesar disso, recomenda-se que na rotingiglidncia em peste, as reacfes sejam
realizadas em duplicata, a fim de ndo haver diuvidaandlise dos resultados, como ocorreu em
alguns testes em que as reacdes positivas de usraarmduplicata, apresentaram fragmentos
visualizados com menos intensidade que na outraoura situacao, para evitar o desperdicio de
reagentes, as reacgfes podem ser repetidas caserdpre duvida quanto a visualizagdo dos
fragmentos.

Segundo a Anvisa, estabilidaglaqualidade de um produto referente a manutencéo de
suas caracteristicas essenciais durante um espactendpo, em condi¢cbes previamente
estabelecidas (BRASIL, 2005a). O teste de estaliéice um conjunto de avaliacdes planejadas
para obter informacdes sobre o prazo de validaddettgminado produto, correspondente a um
periodo para a sua utilizacdo, sob condi¢des idEaBrmazenamento. Deste modokitsde
diagnéstico sdo testados para garantir que a mesmastra dé o mesmo resultado,
independentemente deki ser novo ou ja proximo do fim da validade (BRAS2D05b). Umkit
de PCR transcriptase reversa, para deteccdo dodardengue, foi avaliado apds estocagem em
temperatura ambiente, refrigerador e freezer eesgltados indicaram que o acondicionamento
ideal para esskit foi a -20°C por apenas trés dias (Gghl, 2005). Diferentemente, é#s N-
PCRTbU e M-PCR nas formas 1 e 2, se mostrarameaistguando armazenados a -20°C por

pelo menos um ano.
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Mendeset al. (2007) conseguiram que ukit de Multiplex-nested PCR em tubo Unico,
para diagnostico de coélera, mantivesse estabilida@®°C por 5 meses, mas sem a presenca da
enzimaTaq DNA polimerase nanix de reagentes armazenado. Comditss N-PCRTbU e M-
PCRforam construidos na presenca Taa polimerase e sabendo de sua sensibilidade frente a
mudancas de temperatura, uma das maiores duvidascpastrucdo dos mesmos foi se essa
enzima resistiria a estocagem por longo periodutpjaos demais reagentes mix ou se ela
resistiria ao processo de congelamento e descangeta sucessivos, como ocorreu na condi¢cao
em que os reagentes Kib foram aliquotados para dez reacfes. Mesmo assierificado que a
enzima néao perdeu a atividade diante dessas ciénaiss.

Apesar da estabilidade #ds nas suas duas formas de prep&ooobservado que o
kit 1 ofereceu algumas vantagens diantkitl@, tais como menor tempo de preparo na reacao
final, pois o0s reagentes ja se encontram aliqustapa@ra uma reacdo; menor risco de
contaminacdo, visto que os tubos sédo abertos apemasez, para adicdo de DNA e agua, e por
conta disso seu manuseio € bem mais simples ckie2) onde dependendo do numero de
reacoes realizadas por vez, os tubos podem sdosbeias ou mais vezes.

Durante os testes para avaliastabdidade dosits foram observados resultados
melhores quando comparados para os testes da wépiathde, com fragmentos quase sempre
nitidos e na maioria das vezes esse aspecto fgi unédbrme entre as reacdes positivas de uma
mesma duplicata. Uma observacao a ser feita é mpes de iniciar os testes para avaliacdo da
estabilidade, o DNA da cepd. pestisP. Exu 390-2, usado como controle positivo para as
reacdes, foi novamente extraido, uma vez que malléxtracdo havia sido realizada a cerca de
um ano. Acredita-se que o processo de congelaneedéscongelamento do DNA por repetidas
vezes, ou até mesmo como observado por Miedd. (2003) o longo periodo de estocagem pode
ter ocasionado degradacdo desse DNA, fato que fdmfluenciado os resultados obtidos
durante os testes da reprodutibilidade. Esse amorgato foi importante para algumas
observacdes que foram feitas, pois na rotina digémma em peste, muitas vezes no material
bioldgico recebido para analise, o contelido gemgtarle ndo ter a qualidade adequada para a
realizacdo dos testes, e por conta disso o resybiadie ndo ser tdo evidente, dai a necessidade de
realizar as reacdes em duplicata, como recomeratgddormente.

O limiar de deteccéo das reacoes ckit 1 (N-PCRTbU e M-PCR{oi satisfatorio. O
longo periodo de estocagem néo reduziu a sensithdidessekits. Tanto nas reacdes cornkib
N-PCRTbU, quanto com kit M-PCR, houve amplificacdo até 10pg de DNA. Essaibdidade
foi a mesma encontrada para o N-PCRTbU preparagseo (SOUZAet al, 2007).
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kit 1 apresentou-se como a forma mais adequada pa@agsi dos reagentes,
embora kit 2 também tenha se mostrado estavel nas condigpesificadas. Assim, kit 1 foi
escolhido para ser testado quanto a melhor forenrashsporte, comparando o transporte em
gelo seco com o transporte em temperatura ambi@ntacondicionamento em gelo seco se
mostrou eficiente por pelo menos quatro dias emaguesagentes ddsts se mantiveram em
funcionamento normal, mesmo apds serem retiradagehioseco e armazenados em freezer por
pelo menos dois meses. No entanto, para um traespeiquatro dias € necessario em média 7 kg
de gelo seco, o que significa um custo razoaveknaltid, além da necessidade de um espaco
maior quando comparado ao armazenamento em temm@eeahbiente, onde sdo transportados
apenas os proprios tubos ki embalados adequadamente.

Uma boa alternativa parangporte em temperatura ambiente foi utilizada nesse
trabalho, tendo por base a liofilizacdo miox de PCR, apos adicdo de trealose. A trealose € um
dissacarideo néo redutor constituido de duas uedddel glicose que atua comefesa natural de
nematddios, plantas do deserto, leveduras, fordeassisténcia celular contra varios tipos de
stressambiental (ALCARDE; BASSO, 1997A correlacdo entre a quantidade de trealose em
uma célula e a sua capacidade de resistir a0 @ngato e a desidratacdo tem levado alguns
pesquisadores a usar esse dissacarideo para isufiratidades, tais como: preservacao de
material bioldgico, conservacdo de vacinas e dmegiios desidratados, além de permitir a
liofilizacdo de inumeros materiais, atuando como grioprotetor (CAMPOS, 2006)A
liofilizacdo € um método de preservacao bastamivefbaseado na remocédo do vapor de agua
diretamente de amostras congeladas e continuadgesecsob vacuo, até a producédo de material
estavel (ALCARDE; BASSO, 1997). Alguns agentes odetores sdo indicados com sucesso
para a liofilizagdo, como glicerol, leite desnatadioositol, sacarose, rafinose e trealose
(PODLECHEet al. 1996).

Utilizando o método da lidacdo dos reagentes apds adicdo de trealoset @Qu
(2010) conseguiram que mix de uma PCR em tempo real usada na identificaca6. gestis,
mantivesse bom funcionamento apés estocagem enetamm ambiente por 79 dias. Kis N-
PCRTbU e M-PCR, tanto armazenados em freezer comtemperatura ambientaantiveram
funcionamento adequado até 30 dias ap0s a ligfdzale seunix de reagentes, entretanto nas
reagOes realizadas apds 60 dias, apenas os tubeagd® armazenados em freezer apresentaram
bom funcionamento. Diante disso € recomendado (s @ transporte em temperatura
ambiente, chegando ao seu destinkitsdevem ser armazenados em freezer, para que seus

reagentes permanecam estaveis.
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Sintetizando, k#s N-PCRTbU e M-PCR em suas duas formas de prdpafoe kit
2, mostraram-se estaveis e adequados para usdede vigilancia em peste, entretantatd
apresenta maior praticidade e portanto menorescelkade erros, sendo assim a forma mais
conveniente para construcao dats. Por outro lado, a estocagem na forma liofilizatierece
melhores condi¢des de transporte, sendo entdaohalico preparo dat 1.

A existéncia desdats tera muita importancia para uso pelo Servico Natiae
Referéncia em Peste, além da possibilidade de sdistmbuidos para outros laboratorios,

descentralizando o diagnostico da doenca e auntentasim a eficiéncia da vigilancia.
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11 CONCLUSOES

a)

b)

f)

)

h)

Os kits N-PCRTbU e M-PCR se mostraram adequados para aisede de vigilancia em

peste;

As reac6es com ddts N-PCRTbU e M-PCR mostraram reprodutibilidade ageitéanto na

forma 1 quanto na forma 2 que foram construidos;

As reacbes com dsts N-PCRTbU e M-PCR devem ser realizadas em dupjicata

Mesmo com araq polimerase armazenada junto aos demais reageatesxdos kits N-

PCRTbU e M-PCR se mostraram estaveis em estocagedi@ por pelo menos doze meses;

O congelamento da mistura de reacdo por longo genid@o reduziu a sensibilidade das
técnicas de N-PCRTbU e M-PCR;

Os processos de congelamento e descongelamentoxde reacao, por repetidas vezes, ndo

interferiu no funcionamento d&4s;

O desempenho dasts nas duas formas em que foram construidos foiaip@htretanto &it
1 foi considerado a forma mais conveniente paradsado a maior praticidade no preparo

da reacéo final e menores chances de erros.

A liofilizacdo, apdés adicdo de trealose aos reagense mostrou melhor que o

acondicionamento em gelo seco para o transporseslats.
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APENDICE A

Calculo do indice Kappa de Cohenkit 1 M-PCR

Avaliacdo da reprodutibilidade do kit 1 M-PCR (resultados esperados).

P NI PNl PNl
PNLPNL P PN PN PN P PN P PN

Resultados esperados para os testes: 24 testes positivos (P)
12 testes negativos (N)

Avaliacdo da reprodutibilidade do kit 1 M-PCR (OBSERVADOR I ). Avaliaggo da reprodutibilidade do kit 1 M-PCR (OBSERVADOR I ).
i [ II N i ":.
e ] = = = ":
; Y - N x| . E=
[ - it P
FF o T - g e -
- [P
PN PN PN PN P =] P P PN PN PN PN P =] N P NN|
PNPN P PN PN PN P ppN| |DNPN P PN PN NN N P PN P PN
Resultados observados: 24 testes positivos (P) Resultados observados: 20 testes positivos (P)
12 testes negativos (N) 16 testes negativos (N)

Observador |
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Observador Il POSITIVO 20 a 0 b 20 a+b
NEGATIVO 4 c 12 d 16 c+d
TOTAL 24 a+c 12 b+d 36 N

Po=a+d/N=20+12/36=0,89 K= Po— Pe/1— Pe =

=[@+b)(a+c)]+[(c+d)(b+d)] /N K= 0,89-9,5_2 /1-0,52 = 0,77
= [(20+0) (20+4)] +[(4+12) (0+12)] /36 0,52 Reprodutibilidade substancial
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DICE B

Calculo do indice de Kappa de Cohenkit 2 M-PCR

Avaliacédo da reprodutibilidade do

kit 2 M-PCR (resultados esperados )
| = |

PNI P P N NP PN o4 PN PN P
P PN P PN PN P PN PN P PN P Dl

Resultados esperados para os testes: 24 testes positivos (P)

12 testes negativos (N)

Avaliacao da reprodutibilidade do kit 2 M-PCR (observador )

Avaliacao da reprodutibilidade do kit 2 M-PCR (observador I1)

I IIII | L;' I

PN P PN NPPN P P PN PN P PN P PN NPPN P P PN PN P
P PN P PN PN P PN NN P PN =] P PN P PN PN P N N N P PN P P
Resultados observados: 23 testes positivos (P) Resultados observados: 22 testes positivos (P)

13 testes negativos (N) 14 testes negativos (N)
Observado
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 22 a 0 b 22 a+b
Observadol NEGATIVO 1 c 13 d 14 c+d
TOTAL 23 a+c 13 b+d 36 N

Po=a+d/N=22+13/36=0,97
Pe=[@+b)(a+c)+[(c+d)(b+d)]FN

K=Po-Pe/l1l-Pe
K=0,97-0,5/1-0,5=0,94
Reprodutibilidade quase perfeita

Pe = [(22+0) (22+1)] + [(1+13) (0+13)] /36 0,50
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APENDICE C

Calculo do indice de Kappa de Cohenkit 1 N-PCRTbU

Avaliacdo da reprodutibilidade do kit 1 N-PCRTbU (resultados esperados)

PN PN PN P

PPN PN PN

P N P N

Resultados esperados para os testes: 24 testes positivos

12 testes negativos

Avaliagdo da reprodutibilidade do kit 1 N-PCRTbU (Observador I)

Avaliacéo da reprodutibilidade do kit 1 N-PCRTbU (Observador II)

III ;

PN PN PN P

PN PN PN P

P PN PN PN PP

P NN PP PN

P PN PN PN

Resultados observados: 25 testes positivos
11 testes negativos

Resultados observados: 24 testes positivos
12 testes negativos

Observado
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 24 a 0 b 24 a+b
Observadol NEGATIVO 1 c 11 d 12 c+d
TOTAL 25 a+c 11 b+d 36 N

Po=a+d/N= 24+11/36=0,97
=[@a+b)(@a+c)+(c+d)(b+d)7N
= [(24+0) (24+1)] + (1+11) (0+11) /?360,56

K=Po-Pe/1-Pe
K =0,97-0,56 / 1-0,56 = 0,93
Reprodutibilidade quase perfeita
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APENDICE D

Célculo do indice de Kappa de Cohenkit 2 N-PCRTbU

Avaliagdo da reprodutibilidade do kit 2 N-PCRTbU (resultados esperados)

P PNP P PNP P|

TMIFE-TH | v

P

N PN P P PN P|

Resultados esperados para os testes: 24 testes positivos

12 testes negativos

kit 2 N-PCRTbU (observador

Avaliacao da reprodutibilidade

kit 2 N-PCRTbU (observador

Avaliacéo da reprodutibilidade

PPNPN P PPNP P PN P P |

p
PN PN PP P P PP P | | PN PN P P
Resultados observados: 26 testes positivos Resultados observados: 24 testes positivos
10 testes negativos 12 testes negativos
Observado
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 24 a 0 b 24 a+b
Observadol
NEGATIVO 2 c 10 d 12 c+d
TOTAL 26 a+c 10 b+d 36 N

Po=a+d/N=24+10/36=0,94
Pe=[@@+b)(@a+c)+[(c+d)(b+d)]7N

K=Po-Pe/1l-Pe
K =0,94-0,57/1-0,57 = 0,86
Reprodutibilidade quase perfeita

Pe =[(24+0) (24+2)] + [(2+10) (0+10)] /360,57




