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RESUMO

Infeccbes no sistema nervoso central (SNC) apresentam distribuicdo global,
acometendo populacdes em todas as partes do globo. Infeccbes virais sdo as
principais causas de infecgcdo no SNC em todo o mundo. No Brasil, em média,
sdo notificados 11.500 casos/ano de meningite/meningoencefalite com
provavel etiologia viral. Entretanto, para a maioria dos casos ndo ha
identificacdo do agente etiolégico. Assim, o objetivo deste trabalho foi a
utilizacdo da PCR em tempo real (QPCR) para desenvolvimento e avaliagdo de
uma plataforma de diagndstico para meningoencefalites causadas por virus.
Para isso, foram utilizadas amostras de agentes virais causadores de meningite
para obtencdo de plasmideos controle e para padronizacdo da PCR. Foram
desenhados iniciadores especificos para deteccdo de cada virus
separadamente ou grupos virais. Todas as reacbes desenvolvidas foram
padronizadas e apresentaram eficiéncia satisfatoria: ENTV 110%; FLAV 92%%;
HHV-1/2 114%%; HHV-3 113%%; SLEV 94%; YFV 96%; JEV 97%; WNV 98%.
Todos os testes foram especificos na deteccdo do alvo e sensiveis, com
sensibilidade analitica inferior ou igual a 10 cépias/mL. Os ensaios
desenvolvidos apresentaram coeficiente de variagcao inferior a 5% em testes de
reprodutibilidade e de repetibilidade. Além dos ensaios baseados em gPCR
foram padronizadas etapas pré-analiticas para aumentar a eficiéncia de
deteccdo viral. A plataforma de diagnéstico foi avaliada em amostras clinicas
de liquido cefalorraquidiano (LCR), sendo capaz de detectar virus em 62,9%
das amostras de pacientes com suspeita de meningoencefalite viral. Foram
detectados ENTVs (70%), HHV-3 (13%), DENVs (11%), HSV-1/2 e HHV-5
(2%). O DNA amplificado de amostras de LCR positivas foi sequenciado e os
resultados da plataforma qPCR foram confirmados. Também foram detectados
virus em amostras de pacientes com diagnéstico de meningite bacteriana. A
plataforma desenvolvida foi eficiente para o diagndstico de infecgbes no SNC e

apresenta potencial de aplicacéo no sistema de saude.
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ABSTRACT

Infections on central nervous system (CNS) have a global distribution, affecting
people worldwide. Viral infections are the main cause of infection in the CNS. In
Brazil, on average, 11,500 cases/year of meningitis/meningoencephalitis with
probable viral etiology are reported. However, most cases there are no
identification of the etiologic agent. The objective of this work was the use of
real time PCR (qPCR) for development and evaluation of a platform of
diagnostic for meningoencephalitis caused by viruses. Viruses were used to
obtain plasmids for control and standardization of gPCR. Specific primers were
designed to detect each virus or viral groups. All reactions were standardized
and presented efficiency of: ENTV 110%; FLAV 92%; HHV-1/2 114%; HHV-3
113%; SLEV 94%; YFV 96%; 97% JEV; 98% WNV. All tests were specific in the
target detection and analytical sensitivities were equal or less to 10 copies/ml.
The developed tests showed coefficient of variation less than 5% in
reproducibility and repeatability assays. In addition to gPCR assays pre-
analytical steps were standardized to improve viral detection efficiency. Finally,
the gPCR platform was applied on clinical samples of cerebrospinal liquid
(CSF), and it was able to detect the virus in 62.9% of samples from patients
with suspected viral meningoencephalitis. ENTVs were detected (70%), HHV-3
(13%), DENVs (11%), HSV-1/2 and HHV-5 (2%). The amplified DNAs in qPCR
positive samples were sequenced and the results were confirmed. Viruses were
also detected in samples of patients with bacterial meningitis. So the developed
platform showed high efficiency for diagnosis of infections in CNS and has a

potential use in health system.
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1.1. INFECCOES VIRAIS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Infecgbes virais sdo as principais causas de infecgcdo no sistema nervoso
central (SNC) em todo o mundo Superando as infec¢bes causadas por

bactérias fungos e protozoarios (OMS, 2014).

As infecgBes virais no SNC podem levar a uma inflamacdo do encéfalo
(encefalite), que é acompanhada de alteracdo funcional, e também uma
inflamac&o das meninges (meningite). Apesar dessa diferenciacéo tedrica, as
apresentacdes clinicas séo frequentemente mistas, sendo assim muito utilizado
o termo “meningoencefalite” (ZIAl & LEWIN, 2008). A gravidade do dano
gerado no SNC pela infeccédo viral é determinada por uma combinacdo de
fatores da resposta imune do hospedeiro e a neuroviruléncia do virus
infectante. Assim sendo condi¢des de imunossupressdo como, por exemplo,
AIDS e tratamento com imunossupressores levam a doencas com pior
prognéstico (TYLER, 2009).

As meningoencefalites virais caracterizam-se por um quadro clinico de
alteracdes neurologicas, que pode evoluir desde formas benignas até muito
graves. A gravidade dependerd do agente etiolégico, diagnéstico precoce, da
faixa etaria e estado imune do paciente (BAMBERGER, 2010; SES-SP, 2006;
ROTBART et al., 1998). Um estudo desenvolvido em 2013 avaliou o impacto
econdbmico de meningoencefalites virais no sistema de saude, sugerindo que o
custo médio de uma crianga diagnosticada com meningoencefalite viral € de
aproximadamente R$ 15.000,00 (NIGROVIC et al., 2013).

No Brasil, em média, sdo notificados 11.500 casos/ano de meningoencefalites
com provavel etiologia viral. Entretanto, para a maioria dos casos ndo ha
identificacdo do agente etioldgico. A Figura 1 apresenta os coeficientes das
meningites por etiologia no Estado de Sao Paulo, entre os anos de 1990 e
2005, com destaque para as meningites ndo determinadas, na qual estdo

inseridas as meningoencefalites de provavel etiologia viral (SES-SP, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nigrovic%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23530164
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Figura 1: Incidéncia de meningite por etiologia no estado de Sdo Paulo. Coeficientes de
incidéncia de meningite (p/100.000 hab.) segundo etiologia no estado de Séo

Fonte: Secretaria de estado da Saude de Sao Paulo

As meningoencefalites virais podem ser causadas por varios diferentes virus.
Os enterovirus sdo responsaveis pela maioria dos casos identificados de
meningoencefalite viral nos Estados Unidos da América (EUA). Herpes virus
neurotrépicos e virus do género Flavivirus sdo importantes agentes etioldgicos
da meningoencefalite (SOARES et al., 2011; OLSEN et al., 2015; ORY et al., 2013;
BASTOS et al., 2014). O primeiro passo para estes virus conseguirem atingir o
SNC e estabelecer uma infeccdo é a entrada, para isso estes virus
neurotropicos utilizam rotas diversas (FIGURA 2). Os herpes virus invadem o
SNC através de infeccdo inicial em neurdénios sensoriais de ganglios do
sistema nervoso periférico (SNP) (FIGURA 2A e 2C). As pincipais “rotas” de
invasao utilizadas pelos flavivirus e entervovirus sdo a penetreacdo direta na
barreita hemato encefalica ou utilizando a estratégia de “cavalo de Tréia” onde
infectam leucocitos que tem acesso ao SNC (FIGURA 2D) (KOYUNCU et al.,

2013).
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Figura 2: Rotas de entrada no SNC utilizadas por virus. A) Herpes virus (por exemplo, HSV-
1, VZV, e PRV) neurdnios sensoriais de ganglios do sistema nervoso periférico (SNP). B)
Rabdovirus (RABV) e poliovirus infectam neurdnios motores da medula espinhal espalhar via
juncdes neuromusculares (JNM). C) Vérios virus podem infectar neurdnios receptores no
epitélio nasal. Para que atinjam o SNC é necessario um transporte axonal anterégrado ao
longo do nervo olfativo. D) Infiltracdo através barreira hematoencefalica (BHE). A BHE é
composta de células endoteliais microvasculares cerebrais em torno membrana basal dos
vasos, astrocitos e neurbnios. Leucécitos infectados podem atravessar essa barreira
transportando virus no parénquima cerebral. E) Em alternativa, as particulas de virus na
corrente sanguinea pode infectar BMVECs, comprometendo a certifica¢&o.

Siglas: pseudorabies virus (PRV); bovine herpes virus (BHV); vesicular stomatitis virus (VSV),

borna disease virus (BDV); influenza A virus (InfA); hendra virus (HeV); Chikungunya virus
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(CHIKV); immunodeficiency virus (SIV); human immunodeficiency virus (HIV); human T cell
leukemia virus (HTLV), La Crosse virus (LACV); mouse adenovirus 1 (MAV-1); enterovirus 71
(EV71); JC virus (JCV); Epstein- Barr virus (EBV); human citomegalovirus (HCMV); mouse
adenovirus 1 (MAV-1).

Fonte: Koyuncu et al., 2013 -Modificado

Meningoencefalites virais ocorrem como epidemias e como casos esporadicos.
O aumento nos casos de meningoencefalites virais causadas por enterovirus €
geralmente observado no verdo e no outono. Meningoencefalites associadas a
enterovirus sdo mais comuns em criancas pequenas. A incidéncia de
meningoencefalites por flavivirus reflete os padrbes sazonais dos vetores
artropodes responsaveis pela transmissdo (SOARES et al., 2011; ORYet al.,
2013; BASTOS et al., 2014).

Apesar de ja serem descritos informagbes sobre a etiologia das
meningoencefalites virais na populacdo de paises desenvolvidos este ainda &
um grande desafio para paises em desenvolvimento como o Brasil (ORY et al.,
2013, NIGROVIC et al.,, 2013). O conhecimento dos agentes etiol6gicos das
meningoencefalites virais no Brasil € de extrema importancia para nosso
sistema de salde, pois estes agentes podem apresentar uma prevaléncia
diferente de outros paises nao tropicais (SOARES et al., 2011; BASTOS et al.,
2014). Além disso, as meningoencefalites virais constituem um problema de
salde pubica nacional e mundial, por sua capacidade de produzir surtos.
Todos o0s casos suspeitos devem ser notificados e investigados de forma
oportuna e adequada, o que ressalva a importancia do diagndéstico do agente
etiolégico (SES-SP, 2006).

Atualmente no sistema de saude brasileiro sdo poucos os testes laboratoriais
de rotina para o diagnostico dos principais virus causadores de
Meningoencefalites (SES-SP, 2006). Os achados laboratorias comunmente que
sao utilizados na rotina para guiar o diagnostico de infecgdes virais no SNC séo
a quantificacdo de células, glicose e protina no LCR. Sendo que em infec¢des
virais € comum encontrar menos que 500 células leucocitarias por mL

(normalmente <200), concentracbes de glicose nomais (45-80 mg/dL) ou
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levemente aumentado e um aumento na concentracdo de proteinas (20- 45
mg/dL sdo valores nomais) (CHADWICK et al. 2006). Em conjunto com 0s
dados citoquimicos do LCR o uso do diagndstico molecular € extremamente
importante para integrar os algoritmos de diagnostico de infeccbes no SNC por
virus estabelecidos na literatura (FIGURA 3) (DOMINGUES & TEIXEIRA,
2009).

LCR

Normal ou Linfocitico Neutrofilico N&o determinado
PCR (HHV 1,HHV3 e PCR HHV 5 el
(tratamento empirico)
Dengue virus

Enterovirus); Sorologia para

HHV 5 pos.
= Ganciclovir

Dengue ou Enterovirus
(tratamento de
suporte)

HHV1 ou HHV 3 Todos Negativos
(Aciclovir) considerar ADEM

Figura 3: Arvore de decisdo de anélise do LCR para diagnostico de infecgdes no SNC
Fonte: DOMINGUES & TEIXEIRA, 2009 (MODIFICADO)

1.2. AGENTES VIRAIS CAUSADORES DE MENINGOENCEFALITES

1.2.1. VIRUS DA FAMILIA Picornaviridae

A familia Picornaviridae € composta por vinte e seis géneros: Aphthovirus,
Aquamavirus, Avihepatovirus, Avisivirus, Cardiovirus, Cosavirus, Dicipivirus,
Enterovirus, Erbovirus, Gallivirus, Hepatovirus, Hunnivirus, Kobuvirus,
Megrivirus, Mischivirus, Mosavirus, Oscivirus, Parechovirus, Pasivirus,
Passerivirus, Rosavirus, Salivirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus e
Tremovirus (INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES
[ICTV], 2013).
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Virus da familia Picornaviridae ndo sdo envelopados que apresentam simetria
icosaédrica, com dimensdes entre 22 e 30nm. Estes s&o 0s virus com menores
dimensdes que infectam animais. O termo picornavirus remete a natureza
estrutural dos virus desta familia (pico=pequeno, RNA=acido nucléico presente
na particula) (ALEXANDER et al., 1994). O genoma destes virus € constituido
de RNA fita simples (ssRNA) de polaridade positiva com aproximadamente
7500 b incluindo uma cauda de poliadenilacdo. O RNA viral é infeccioso, por
apresentar a capacidade de ser traduzido ap0s a sua entrada no citoplasma da
célula. O genoma produz uma poliproteina, que posteriormente € clivada por
duas proteases virais em proteinas individuais, sendo quatro delas formadoras
do capsideo, presentes na maioria dos picornavirus (VP1, VP2, VP3 e VP4).
Em alguns picornavirus foi descrita a existéncia de um “bolso hidrofobico”
(hydrophobic pocket) associado a proteina VP1, sendo este alvo de farmacos
inibidores de adsorcdo e desnudamento, como o plecornaril, utilizado no
tratamento de resfriados comuns causados por rinovirus. O genoma de RNA
dos picornavirus é Unico porque apresenta uma proteina denominada VPG
covalentemente ligada a extremidade 5" do RNA viral (Proteina Viral Ligada ao
Genoma)( Figura 4)( LEE et al. 1977). O papel de VPG ainda é desconhecido,
embora seja sabido que esta proteina € clivada por uma protease celular apds
a penetracdo, sendo este um passo hipoteticamente importante (mas nao

essencial) para o inicio da traducéo.

Figura 4: Morfologia dos picornavirus. Esquema representativo da simetria da particula viral
e organizacao das proteinas VPs (1-4) dos picornavirus.



24

Essa familia de virus contém importantes patdégenos humanos e também de
outros animais, incluindo um virus de hepatite (Hepatitis A virus), o poliovirus, o
virus causador da febre aftosa e o rinovirus (ALEXANDER et al., 1994).

A maioria das infec¢des causadas por picornavirus sao assintomaticas, porém
virus de alguns géneros dado origem a doencas graves do SNC, coracao,

musculos esqueléticos e no figado (RHOADES et al. 2011).

1.2.1.1.VIRUS DO GENERO Enterovirus

O género Enterovirus € composto por 12 espécies: Enterovirus A, Enterovirus
B, Enterovirus C, Enterovirus D, Enterovirus E, Enterovirus F, Enterovirus
G, Enterovirus H, Enterovirus J, Rhinovirus A, Rhinovirus B and Rhinovirus C
(INTERNATIONAL COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES [ICTV], 2013).

As infeccBes por enterovirus sdo uma importante causa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Neste género encontramos notaveis patégenos
humanos tais como os poliovirus (PV), os coxsackievirus (CV), e os
enterovirus-71 (EV-71) (PALLANSCH & ROOS, 2007). Embora a maioria das
infeccbes causadas por enterovirus sejam assintomaticas, ha estimativas de 5
a 10 milhdes de infeccbes sintoméaticas causadas por enterovirus a cada ano
nos EUA (STRIKAS et al., 1986). As infeccdes causadas por enterovirus
podem levar a doencas graves, especialmente em criancas e em individuos
imunocomprometidos. Além disso, este grupo de virus € a causa mais comum
de meningite asséptica, a mais frequente causa de infeccdo no SNC.
Enterovirus podem causar doencas cronicas e agudas. Doencas cronicas
incluem a dermatomiosite, polimiosite, cardiomiopatia dilatada e diabetes
mellitus (RHOADES et al. 2011; HORSTMANN, 1967).

Os enterovirus séo distintos de outros picornavirus pelas suas caracteristicas e

propriedades fisico-quimicas. Muitos aspectos da patogénese dos enterovirus,


http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-a/ev-a.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-b/ev-b.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-b/ev-b.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-c/ev-c.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-d/ev-d.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-e/ev-e.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-f/ev_f.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-g/ev-g.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-g/ev-g.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-h/ev-h.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/ev-j/ev_j.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/rv-a/rv-a.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/rv-b/rv-b.htm
http://www.picornaviridae.com/enterovirus/rv-c/rv-c.htm
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da transmissdo e da epidemiologia geral estdo diretamente relacionados com
estas propriedades e com o seu ciclo de multiplicagdo. A particula viral
permanece estavel em pH baixo, permitindo sua passagem no trato
gastrointestinal. Além disso, a particula viral é relativamente resistente a muitos
desinfetantes, incluindo alguns utilizados em laboratérios e em ambiente
hospitalar, incluindo o etanol 70%, o isopropanol e compostos de amoénio
quaternario (PALLANSCH & ROOS, 2007). O virus € sensivel a solventes
lipidicos (provavelmente por agirem no “bolso hidrofébico de VP1”), incluindo
éter e cloroférmio, e é estavel na presenca de muitos detergentes a
temperatura ambiente. O formaldeido, os &cidos forte, o hipoclorito de sédio e o
cloro livre sdo capazes de inativar enterovirus, sobretudo por oxidacdo e
desnaturacao proteica. Porém, a concentracdo de matéria organica e o tempo
de tratamento dos desinfetantes afetam o grau de inativacdo por esses
compostos. Essas caracteristicas fisico-quimicas relacionadas a particula viral
dos enterovirus garantem para esse 0s virus do género uma grande
estabilidade na natureza e alto potencial de transmissibilidade (PALLANSCH &
ROQOS, 2007).

Enterovirus podem ser isolados tanto no trato gastrointestinal superior quanto
inferior de pessoas infectadas. A transmissdo desses virus ocorre
principalmente pela via fecal-oral. Portanto, essa transmissdo se agrava em
areas com condicfes sanitarias precérias, enquanto a transmissao respiratéria
pode ser importante em areas mais desenvolvidas. A importancia relativa dos
diferentes modos de transmisséo, provavelmente, varia entre as espécies de
enterovirus e as condicdes do ambiente. Acredita-se que quase todos o0s
enterovirus, podem ser transmitidos por via fecal-oral, no entanto, ndo existem
dados que demonstrem quais as espécies virais estdo associadas com a
transmissao por via respiratéria (HORSTMANN, 1967; PALLANSCH & ROOS,
2007).

Apoés a entrada do virus pela boca ou nariz, o virus infecta e se multiplica no
epitélio nasofaringeo. Em seguida, o virus pode ser drenado para tecidos e
orgaos linfoides regionais, sendo esta etapa crucial para o prognostico da
doenca, que pode evoluir para uma infec¢do sistémica ou pode ser contida pelo
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sistema imunoldgico. Neste ultimo caso, ocorre o controle da carga viral,
podendo a infec¢@o evoluir para um quadro assintomatico. Caso contrério, a
multiplicacdo no sistema linfatico pode ser sucedida pela viremia primaria,
causando a disseminacéo viral pelo organismo (PALLANSCH & ROOQOS, 2007).
A patrtir dai, uma gama de 6rgaos e tecidos podem ser infectados, estando este
fato associado a um largo espectro de manifestacdes clinicas. No caso das
infeccbes do sistema digestivo, os enterovirus podem resistir o &acido do
estbmago e bile, tendo acesso ao intestino grosso, onde infectam e se
multiplicam no epitélio intestinal e linfonodos mesentéricos e placas de Peyer.
A infeccdo das células epiteliais intestinais e 6rgaos linfoides associados
podem resultar em viremia, o que leva a multiplicagdo do virus no sistema
reticulo endotelial. Apés a multiplicacdo nas células endoteliais o virus pode ser
transportado pela corrente sanguinea para 6rgaos alvo, tais como a medula
espinhal, meninges, coracdo, figado e pele. Do SNC, o virus pode transitar
pelas vias neurais para os musculos esqueléticos e do coracdo (PALLANSCH
& ROOS, 2007).

Os enterovirus usualmente ndo causam doenca entérica. As doencas
produzidas pelos enterovirus sao determinadas principalmente por diferencas
no tropismo das diferentes espécies e a viruléncia dos virus. Apos a viremia
primaria o virus se dissemina para o tecido alvo onde as células sao
permissivas a sua infeccdo. A multiplicagdo do virus no seu tecido alvo
geralmente causa dano tecidual, por destruicdo celular e em decorréncia da
inflamacé&o associada (PALLANSCH & ROOQOS, 2007).

1.2.1.1.1. INFECCAO NO SNC POR VIRUS DO GENERO Enterovirus

Com o advento da vacina contra a poliomielite e, consequente erradicacdo do
poliovirus de varios paises, juntamente com a introducdo da vacina contra
caxumba na rotina, os enterovirus ndo poélio vém adquirindo importancia
crescente como agente eiologico de meningoencefalite viral (BERLIN et al.,
1993; ROTBART, 1995; NIX et al., 2006; OLSEN et al., 2015).
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Enterovirus s@o a principal causa de meningoencefalite viral em criangas e
adultos nos paises desenvolvidos. Estudos em diversas populacdes tém
mostrado  enterovirus como 0 principal agente etiologico das
meningoencefalites virais, muitas vezes superando 75% dos casos (ROTBART
et al., 1998; ARCHIMBAUD et al., 2009).

Na maior parte das vezes infecgbes por virus do género Enterovirus ndo
evoluem para quadros neuroldgicos graves, porém com o fato do diagnostico
para esses virus ser emergente tem-se identificado casos graves associados
as infeccdes no SNC (McMinn et al. 2001; Jang et al. 2012; Chang et al. 2007).

Meningoencefalite é a sindrome clinica mais comum causada por enterovirus
que resulta em atendimento médico. Existe um aumento sazonal na incidéncia
de meningite por enterovirus, isto se explica pelo fato da rota fecal-oral de
transmissao ser facilitada em periodos quentes, quando se usa menos roupas
(ROTBART et al., 1998; PALLANSCH & ROOQOS, 2007).

1.2.1.1.2. DIAGNOSTICO

O processo de diagnostico de uma infeccéo por enterovirus ou a correlacao da
infeccdo com uma sindrome clinica especifica, pode ser um processo
complicado e desafiador. Este problema resulta da biologia e epidemiologia das
infecgbes por enterovirus, bem como das limitagdes nas atuais metodologias
de diagnéstico usadas na rotina dos laboratérios. Diversas propriedades
bioldgicas relacionadas a biologia do virus podem complicar o diagndstico de
doencgas causadas por enterovirus. O primeiro é que a multiplicagcdo primaria
do virus ocorre no trato respiratério ou gastrointestinal, e estas infeccdes
frequentemente evoluem para quadros assintomaticos, com pouco ou henhum
sinal clinico. A segunda dificuldade é que quando a infec¢cdo por enterovirus
gera sinais e sintomas, estes sdo relativamente genéricos, podendo ser
confundidos com outras patologias (PALLANSCH & ROOS, 2007).
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A coleta de amostras clinicas apropriadas para isolamento do virus ou
deteccdo do genoma viral é fundamental para a confirmacgdo laboratorial de
infeccdo por enterovirus. Algumas vezes amostras adequadas para o
diagnéstico ndo sdo obtidas mesmo em casos graves. Em casos onde a
infeccdo no SNC por enterovirus leva ao acometimento meningeo (ex:
meningoencefalites) a deteccdo de enterovirus no liquido cefalorraquidiano
(LCR) é padrédo ouro para diagnéstico da infeccdo (PALLANSCH & ROOS,
2007).

Para o diagnéstico de enterovirus como agente etioldgico de infeccdo no SNC
o isolamento muitas vezes ndo € bem sucedido, pois o virus pode multiplicar
pouco em cultura de células ou porque fatores inibidores (por exemplo,
anticorpos neutralizantes) podem estar presentes no LCR (PALLANSCH &
ROQOS, 2007). Com o uso de RT-PCR a detec¢cdo do genoma dos enterovirus
no LCR é positiva em um namero significativo de amostras que anteriormente
tinha dado resultado negativo no isolamento. A utilidade potencial da RT-PCR
pbde ser vista em um relatério de uma epidemia de meningite asséptica na
Suica, relacionada com echovirus 30, quando o genoma viral foi identificado
em 42 de 50 culturas de LCR (84%) que tinham sido negativas para o
isolamento viral utilizando esta técnica (GORGIEVSKI-HRISOHO et al., 1998).

Assim sendo o uso do PCR em tempo real (QPCR) para deteccédo e
quantificacdo da carga viral no LCR é uma técnica de grande valia no
diagnéstico rapido e especifico de meningoencefalite causada por enterovirus.
Através do diagnostico precoce o paciente pode ser tratado e orientado sobre
as caracteristicas de transmissdo do agente etiolégico em especifico,
prevenindo assim dispersdo do agente etiolégico no ambiente e o

estabelecimento de surtos.

1.2.2. VIRUS DA FAMILIA Herpesviridae
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A familia Herpesviridae compreende virus de DNA dupla fita e envelopados,
que infectam vertebrados. De acordo com diferencas nas sequéncias
nucleotidicas e no tipo de hospedeiro a familia se divide em trés subfamilias,
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. As subfamilias
Alphaherpesvirinae e Betaherpesvirinae séo o foco principal deste trabalho, por
conter os géneros Varicellovirus, Simplexvirus e Cytomegalovirus. No género
Varicellovirus a espécie Human herpesvirus 3 (HHV-3 ou VZV) é alvo deste
trabalho, enquanto no género Simplexvirus iremos estudar as espécies Human
herpesvirus 1 (HHV-1) e Human herpesvirus 2 (HHV-2); por fim o género
Cytomegalovirus nosso alvo foi o Human herpesvirus 5 (HHV-5 ou CMV)
(ICTV, 2012). HHV-1, HHV-2 e VZV sé&o patdgenos humanos neurotrépicos. O
CMV causa infec¢cdes no SNC principalmente em individuos imunossuprimidos
(PELLETT & ROIZMAN, 2007).

Todos os virus da familia Herpesviridae compartilham entre si uma morfologia
baseada em capsideos com simetria icosaédrica e que contém o genoma de
DNA; um envelope lipoprotéico, derivado de membranas celulares que
envolvem uma camada de proteinas virais; e um tegumento, composto de
matriz proteica, contendo elementos importantes durante as primeiras fases do
ciclo de multiplicagdo viral, como fatores de transcricdo imediatamente
precoces e proteinas imunomodulatérias. A subfamilia Alphaherpesvirinae
compreende virus com um espectro de hospedeiros variavel, um ciclo de
multiplicacdo curto e a capacidade de induzir infeccédo latente principalmente,
mas nao exclusivamente, em neurdnios (PELLETT & ROIZMAN, 2007).

O genoma viral consiste em DNA dupla fita, apresentando uma regido central
conservada e regides terminais invertidas repetidas nas extremidades. Os
genomas dos membros desta familia codificam pelo menos 90 proteinas, entre
as quais 33 sdo conhecidamente proteinas estruturais e até 15 séo proteinas
nao estruturais. As glicoproteinas virais estdo localizadas no envelope, na
superficie da particula viral, e possuem um papel importante na patogénese e
na imunidade (FIGURA 5) (PELLETT & ROIZMAN, 2007).
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Figura 5: Morfologia dos herpes virus. Representacdo esqueméatica da particula de um

herpes viruse micrografia eletrénica (HHV-1). Adaptado de WHITLEY, 2001 e www.tulane.edu

por LIMA, 2010.

O ciclo de multiplicacdo dos herpes virus apresenta importantes etapas no
nacleo celular e € bem caracterizado pela regulacdo temporal do ciclo viral.
Inicialmente, o genoma do virus é liberado no nucleo e a expressao génica é
temporalmente regulada, por genes imediatamente precoces (IP), genes
precoces (P) e genes tardios (T). Subsequentemente, as proteinas codificadas
exercem funcgdes na regulacdo do ciclo viral, na replicacdo do DNA viral e na
morfogénese de novas particulas virais (PELLETT & ROIZMAN, 2007).

1.2.2.1. VIRUS DO GENERO Simplexvirus

O género Simplesvirus € constituido de espécies que infectam varios
mamiferos porem, apenas as especies HHV-1 e HHV-2 podem infectar os
seres humanos. De todos os herpes virus, HHV-1 e HHV-2 sdo as duas
espécies mais estreitamente relacionadas, com quase 70% de homologia
gendmica. Estes dois virus podem ser distinguidos mais confiavelmente pela
composi¢cdo do DNA, no entanto, diferencas na expressdo do antigeno e as
propriedades bioldgicas também servem como métodos para a diferenciagéo.
(ROIZMAN et al, 2007 a).


http://www.tulane.edu/
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Transmissao do virus dos herpes é dependente de contato direto (solucdo de
continuidade). Assim, HHV-1 normalmente € transmitido pelo beijo, contato
com a saliva ou outro contato direto com a lesdo causada pelo virus. O HHV-2
€ geralmente uma consequéncia de contato sexual (ROIZMAN et al, 2007 b).

Todavia, HHV-1 e HHV-2 ja foram ambos isolados dos dois sitios supracitados.

ApoOs a infecgdo primaria e a multiplicagdo do virus na porta de entrada
(usualmente a mucosa oral ou mucosa das genitalias) (FIGURA 6), ocorre a
infeccdo das terminacdes dos nervos sensoriais, e 0 virus e transportado para
0os ganglios dorsais, através de fluxo axonal retrogado. O génglio trigémeo
torna-se colonizado e abriga o virus latente (ARDUINO & PORTER, 2008).

A

Figura 6: Lesdes caracteristicas de infeccdo por HHV-1 e HHV-2. (A) Les&o por HHV-1 na

mucosa oral. (B) Lesao por HHV-2 na mucosa da genitalia. Fonte: http://www.herpesonline.org/

A infeccdo primaria pode disseminar-se além dos ganglios, tornando-se
sistémica. Este evento, porém, € incomum, ocorrendo principalmente em
infeccbes neonatais e em pacientes imunodeprimidos (SCHMUTZHARD,
2001). Recorréncias ocorrem quando o virus latente é reativado, sendo
transportado por fluxo axonal anterdgrado até a regido onde houve a infeccao
inicial (CUNNINGHAM et al, 2006; HUFNER et al, 2006) (FIGURA 7). A
reativagdo esta normalmente associada a fatores como estresse, variagdes
hormonais, exposicdo a Iluz ultravioleta e medicacdo ou patologias

imunossupressoras (ROIZMAN et al, 2007 a).


http://www.herpesonline.org/
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Figura 7: Patogénese HHV-1 e HHV-2. O sitio priméario de infeccdo ocorre nas células
epiteliais, com infec¢do produtiva (1). As particulas sdo levadas por transporte retrégado
através de axdnios ate os ganglios sensoriais, sitios secundarios da infecgdo e local de laténcia
(2). Eventualmente, pode ocorrer a reativacdo, e o0 virus é conduzido por transporte
anterogrado ate as células epiteliais, onde novamente ha infec¢do produtiva (3). Fonte:
WHITLEY, 2001 (modificado).

Fonte: WHITLEY, 2001(modificado por LIMA,2010

1.2.2.1.1 INFECCAO NO SNC POR HHV-1 E HHV-2

Os HHV-1 e HHV-2 estdo envolvidos no estabelecimento de encefalite e
meningoencefalite, isto ocorre pois 0s herpes virus podem infectar quase todas
as areas anatbmicas do SNC causando varias doencas, incluindo meningite,
mielite e radiculite, entre outros (CRAIG & NAHMIAS, 1973). Meningoencefalite
€ uma ocorréncia comum em individuos com infec¢des genitais primarias por
herpes virus. Meningite recorrente (meningite Mollarets) ocorre principalmente
em pacientes que tenham tido herpes genital por HHV-2 (TYLER, 2004).
Estudos sugerem uma relacdo entre as infecgdes no SNC por virus do género
Simplexvirus e doencas degenerativas cronicas e transtornos psiquiatricos,
porem € necessario mais estudos para esclarecer esta questdo (ROIZMAN et
al, 2007 a).
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HHV-1 e HHV-2 sdo responsaveis por 0,5-3% dos casos de meningoencefalites
viral aguda (ROIZMAN et al, 2007 a). Por isto, € de extrema importancia o
diagnéstico precoce do agente etoldgico viral para reduzir o dano no SNC. Este
fato torna-se ainda mais importante para o caso dos herpes virus, pois existem

antivirais especificos para o tratamento de infec¢des desses virus.

1.2.2.2. VIRUS DO GENERO Varicellovirus

O VZV é a Unica espécie do género Varicellovirus que causa doenca em
humanos. A infeccdo primaria que causada por esse virus € designada de
varicela, comumente chamada de “catapora” (FIGURA 8). A varicela é
caracterizada por febre e rash pruriginoso, essa infeccdo € mais prevalente na
infancia. Varicela é altamente contagiosa, produzindo epidemias anuais entre
os individuos susceptiveis durante o inverno e primavera em climas
temperados (COHEN et al., 2007).

Figura 8: Lesédo caracteristica da varicela. Infecgéo primaria pelo VZV designada de varicela,
comumente chamada de catapora.

Fonte: http://www.herpesonline.org/

Entre os virus da subfamilia Alphaherpesvirus, VZV é Unico que apresenta
tropismo por linfécitos T, oque permite disseminacdo do virus para a pele. VZV
também infecta e estabelece laténcia em neurdnios dos géanglios da raiz dorsal.

Sua reativacao da laténcia produz herpes zoster (Figura 9) uma doenca mais
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frequentemente observada em adultos mais velhos e em pacientes
imunocomprometidos de qualquer idade. A erupcao vesicular de herpes zoster
€ restrita a regides da pele. Ao contrario da varicela, herpes zoster infec¢des
sdo associados com dor aguda que pode ser grave e prolongada. Esta dor
pode persistir apos o inicio da herpes zoster por mais de 30 dias € chamado

neuralgia pés-herpética.

Figura 9: Lesdo caracteristica de herpes zoster. Reativagdo da infeccdo pelo VzZV
designada de herpes zoster.

Fonte: http://www.herpesonline.org/

O VZV é extremamente contagioso, com taxas de infec¢cdo superiores a 90%
entre o contado de pessoas suscetiveis no ambiente doméstico. O VZV é
transmitido principalmente pela via respiratoria, mas pode ser transmitido
também pelo contato direto com as vesiculas cutaneas. Assim episédios de
herpes zoster fornecer uma fonte continua de transmisséo de VZV através das
lesbes cutaneas para individuos susceptiveis, que entdo irdo desenvolver
varicela. Esta fonte de VZV é suficiente para causar epidemias anuais de
varicela, particularmente durante o final do inverno e primavera (LAVAIL et al,;
COHEN et al., 2007).

1.2.2.2.1 INFECGCAO NO SNC POR VzV

Infeccdes no SNC causadas por VZV tém sinais e sintomas inespecificos como

febre, cefaleia e torcicolo. Comprometimento da fung¢ao cognitiva, alteracdes no
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estado de consciéncia ou convulsdes indicam envolvimento do parénquima
subjacente (encefalite). O envolvimento do VZV em infec¢bes do SNC, sem
erupcao cuténea, foi verificada pela sintese intratecal de anticorpos anti-VZV
em dois pacientes com meningoencefalite (MARTINEZ-MARTIN ET al. 1985), e
mais tarde esse fato foi confirmado em estudo de casos de mais quatro
pacientes (ECHEVARRIA et al. 1987). Mais recentemente foi descrito
meningoencefalite causada por VZV, na auséncia de erupg¢bes, desenvolvido

em uma mulher imunocompetente (HABIB et al. 2009).

Ainda sdo poucos os estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia de infeccéo
por VZV em pacientes que apresente meningoencefalite, assim sendo o
diagndstico rapido e especifico contribue para o conhecimento epidemiolégico
de determinadas populacdes. Além disso, o diagnéstico feito por métodos
guantitativos, como real time PCR, fornecem a possibilidade de tratamento

especifico ao paciente.

1.2.2.3. VIRUS DO GENERO Cytomegalovirus

O género Cytolmegalovirus € composto por 8 espécies, dentre elas o CMV que
€ alvo deste trabalho. CMV é um virus com distribuicdo mundial. Este virus
estd associado com doencas oportunistas sendo altamente prevalente em
areas desenvolvidas do mundo. Testes sorolégicos nos EUA mostraram que,
aos 40 anos aproximadamente 80% dos individuos sdo positivos (MOCARSKI
JR. et al, 2007).

As doencas agudas causadas por CMV ocorrem em apenas uma pequena
porcentagem de individuos infectados, e na grande maioria das vezes esta
limitada a individuos apresentam alteraces no sistema imune. Como exemplo,
pode ser citada a transmissao transplacentaria durante a gravidez, provocando
danos ao feto e infeccdo primaria ou a reativacdo dos individuos

imunocomprometidos, que pode levar a doencga sistémica grave. Assim como
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0s outros herpes virus o CMV €& capaz de estabelecer laténcia viral
(MOCARSKI JR. et al, 2007).

A infecgd@o primaria por CMV geralmente se inicia com a multiplicagéo viral no
sitio priméario de infeccdo, que geralmente € uma mucosa que teve contato
direto com secrecdes infecciosas de outro individuo quem tem uma infeccao
priméria ou recorrente. Uma infeccdo sistémica depende de uma viremia
associada a leucdcitos do sangue periférico, sendo que estas células servem
como veiculos para a disseminacao do virus, em particular para as glandulas
salivares. A citotoxicidade das células NK e producdo de IFNs por células
dendriticas, principalmente, sdo extremamente importantes infeccdo por CMV
(MOCARSKI JR. et al, 2007).

1.2.2.3.1 INFECCAO NO SNC POR CMV

Infeccdo por CMV em hospedeiros imunocompetentes ndo tem sido associada
com complicacdes que envolvem sistemas de 6rgdos especificos e mesmo
doencas que ameacem a vida. Porem é emergente na literatura o numero de
casos envolvendo doencas graves em pacientes imunocompetentes, esses
casos incluem doenca trombética, anemia hemolitica, trombocitopenia,
encefalite, neuropatias, miocardite e doencas da superficie ocular, nestes
casos as infecbes graves por CMV tem curso similar ao que acontece em
imunossuprimidos (MOCARSKI JR. et al, 2007).

Uma revisao sobre infec¢gdes no SNC por CMV relatou 21 casos notificados
entre 1965 e 1995, que ocorrerram em hospedeiros imunocompetentes
(ARRIBAS et al, 1996). Sinais de encefalite nestes pacientes incluiam
confusdo, convulsdes, coma, afasia, disfasia e alteracdes de nervos cranianos.
Embora o curso usual fosse uma doenca febril aguda, com sintomas de
encefalite seguido por resolucdo espontanea, a recuperagdo, as vezes levou
meses, dois pacientes tinham perda de memoria persistente ou problemas na

fala e dois morreram durante a doenca aguda (ARRIBAS et al, 1996). Outro
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estudo relatou casos de encefalite e meningite por CMV tanto em hospedeiros
normais quanto em imunossuprimidos (STUDAHL et al, 1996; ORY et al., 2013;
CALVARIO et al., 2002).

1.2.2.4. DIAGNOSTICO

Historicamente, o diagndstico de infec¢cdes do SNC é por bidpsia do cérebro,
no entanto com a evolucao das técnicas de biologia molecular PCR tornou-se a
técnica de escolha para diagnéstico de infeccbes do SNC, através de deteccao
do genoma viral no LCR. Esta técnica ainda ndo esta na rotina da maioria dos
laboratérios de analise clinica por necessitar de treinamento técnico e de
instrumentos sofisticados. Avaliacées soroldgicas de LCR ou soro ndo séo
Gteis no inicio do curso da doenca, quando decisGes terapéuticas sao
obrigatérias (COHEN et al., 2007).

O diagnéstico de meningoencefalite causada por HHV-1, HHV-2, VZV e CMV
pode ser feito através do isolamento viral a partir do LCR, em que diversos
tipos celulares podem ser utilizados, permitindo a visualizagcdo do efeito
citopatico (ECP) (ROIZMAN et al, 2007 a). O virus obtido no isolamento pode
ser identificado por técnicas sorolégicas ou até mesmo moleculares. E
importante salientar que o isolamento viral torna-se muitas vezes ineficiente
pelo fato de o LCR conter anticorpos neutralizantes contra o virus, o que
impossibilita sua multiplicacdo e consecutivamente a visualizacdo do ECP,
outro fato que tona dificil o isolamento viral € que este método pode levar até
semanas, como no caso do CMV. Por fim, a carga viral no LCR frequentemente

esta abaixo da sensibilidade das técnicas de isolamento (COHEN et al., 2007).

Atualmente, varios métodos de deteccdo de DNA de herpes virus em amostras
clinicas foram e continuam sendo descritos, incluindo técnicas de hibridizacao,
PCR e gPCR. A PCR vem sendo cada vez mais utilizada na rotina de
diagnoéstico de infecgdes por herpes virus no SNC (CALVARIO et al., 2002;
GAETA et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calvario%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12091084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calvario%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12091084
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1.2.3. VIRUS DA FAMILIA Flaviviridae

A familia Flaviviridae compreende virus com genoma de RNA, polaridade
positiva, envelopados, com morfologia esférica e que infectam vertebrados e
invertebrados. A familia é dividida em quatro géneros: Flavivirus, em que o
prototipo € o Yellow fever virus (YFV, Virus da febre amarela); Pestivirus, com
0 prototipo sendo o Bovine viral diarrhea virus 1 (BVDV-1), género Hepacivirus,
com o Hepatitis C virus (HCV, Virus da Hepatite C) e 0 novo género Pegivirus

no qual o Pegivirus A é o prototipo (ICTV, 2013).

Os virus da familia Flaviviridae séo relativamente pequenos, com diametro de
aproximadamente 50 nm, apresentando forma geodésica e capsideo de
simetria  icosaédrica. Possuem um nucleocapsideo denso, com
aproximadamente 30 nm de didmetro e sdo envoltos por uma membrana
lipoprotéica. O nucleocapsideo é composto pela proteina do capsideo (C) e
envolvido por uma membrana lipidica, na qual as proteinas de membrana (M) e
de envelope (E) estdo ancoradas (FIGURA 10) (LINDEBACH et al., 2007).

Os virus maduros apresentam genoma constituido de RNA fita simples com
polaridade positiva de aproximadamente 11 kb codificando para 3400 aa. O
genoma dos flavivirus € composto por uma regido 5 nao codificadora (UTR)
com aproximadamente 100 nt, que apresenta um cap tipo | (m’GppAmp)
seguido por uma sequéncia dinucleotidica conservada AG, por uma janela
aberta de leitura (ORF) e por uma regiao terminal ndo codificadora 3’ (UTR)
com 450 nt, ndo possuindo a cauda 3’ poli-A (LINDEBACH et al., 2007).
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Figura 10: Morfologia flavivirus. Representagdo esquematica de um flavivirus. Fonte:
adaptado de www.expasy.org

Acredita-se que o ciclo de multiplicacdo dos virus da familia Flaviviridae
envolve receptores especificos para as proteinas do envelope viral tanto na
adsorcao e penetracdo quanto na liberacédo das particulas virais. O pH baixo da
via endossdbmica causa modificacbes na estrutura da particula, que nao se
fusiona imediatamente com o endossomo. A fusdo ocorre no endossomo
tardio, na presenca de motivos bi-fosfato, com a exposicdo do capsideo ao
ambiente intracelular. A liberacdo do genoma viral no citoplasma ocorre através
de um poro, formado desde as modificac6es estruturais na proteina E durante
a acidificacdo do endossomo. O genoma viral assume o papel de RNA
mensageiro (MRNA) para traducdo de todas as proteinas virais, sendo utilizado
como molde durante a replicacdo do RNA e representa o material genético das
novas particulas virais. As proteinas virais sao produzidas a partir de uma Unica
poliproteina que é clivada por uma combinacdo de proteases virais (serina-
protease) e do hospedeiro. A replicacdo do RNA ocorre em complexos
citoplasmaticos associados com membranas perinucleares, a partir da sintese
do antigenoma intermediario com polaridade negativa. E provavel que o
brotamento da progénie viral ocorra dentro de compartimentos membranosos
intracelulares, como o reticulo endoplasmatico. A partir desse ponto, a progénie
segue pela via secretodria e é liberada na superficie celular (LINDEBACH et al.,
2007).
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1.2.3.1. VIRUS DO GENERO Flavivirus

O género Flavivirus é o maior dentro da familia Flaviviridae. Ele € composto por
53 espécies de virus, sendo a maioria patdgenos humanos transmitidos por
artropodes. Destes, 27 sdo transmitidos por mosquitos, 12 por carrapatos e 14
ndo possuem vetor conhecido. Os flavivirus compartilham caracteristicas
comuns quanto a morfologia, aos determinantes antigénicos e a organizagao
gendmica (PUGACHEV et al., 2003; GUBLER et al. 2007).

As infeccdes por flavivirus podem causar diferentes sinais e sintomas, incluindo
febre, encefalite, meningoencefalite e febre hemorragica (BARTENSCHLAGER
& MILLER, 2008; ARAUJO et al., 2012). Esses virus estdo amplamente
distribuidos na natureza, onde s&o mantidos em ciclos de transmissao
envolvendo um hospedeiro vertebrado e um artropode no papel de vetor
biolégico. Nesse género sdo encontrados importantes agentes etiolégicos que
podem causar infeccbes graves no SNC, como: YFV, Japanese encephalitis
virus (JEV), West Nile virus (WNV), Tick-borne encephalitis virus (TBEV), St.
louis encefalites virus (SLEV) e o Dengue virus (DENV) (LINDENBACH et al.,
2007).

A dengue é atualmente considerada uma das mais importantes arboviroses
que afeta o homem em termos de morbidade e mortalidade. A distribuicdo
global se concentra principalmente nas areas tropicais e subtropicais da
Ameérica, Africa, Asia, bem como Oceania e Austrélia; a area do globo com
evidéncias de infeccbes por dengue vem s6 vem aumentando (FIGURA 11)
(BHATT et al.,, 2013; GUZMAN & KOURI, 2003; MACKENZIE et al., 2004;
GUBLER et al., 2007). No Brasil todos 0s anos ocorrem epidemias de dengue e
0 numero de pacientes acometidos por infeccdes no SNC (encefalites e
meningoencefalites) em &reas epidémicas pelo DENV é desconhecido
(SOARES et al.,, 2011). Assim sendo o diagnéstico dessa doenca torna-se
importante para o tratamento especifico de suporte a infeccdo por dengue e
também para se conhecer melhor o impacto das meningites causadas por

dengue em areas epidémicas.
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Figura 11: Paises ou éareas com risco de transmissdo de dengue. A) Mapa mundo
identificando as areas com evidéncia da ocorréncia de dengue. B) A probabilidade de ocorrer
novas infeccdes por dengue. C) Numero anual de infeccbes. Fonte: BHATT et al., 2013 -

modificado.
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1.2.3.1.1 INFECCOES NO SNC POR FLAVIVIRUS

Alguns virus deste género apresentam a capacidade de invasdo do SNC e
estabelecimento de uma infeccdo que pode gerar acometimentos graves
(LINDENBACH et al., 2007). Em contraste com as sindromes sistémicas, o
desenvolvimento doenca neuroldgica (encefalite e meningoencefalite) baseia-
se na capacidade do virus de entrar no SNC e infectar células neurais, um
fendbmeno conhecido como neuroviruléncia. Interessantemente, essa
capacidade parece estar amplamente dispersas entre varios membros do
género Flavivirus. Infec¢cdes no SNC ocorrem com frequéncia apds infeccdes
por WNV, SLEV, JEV e DENV (LINDENBACH et al. 2007; KOYUNCU et al.,
2013).

De todos os casos de dengue notificados nas Américas 85% ocorrem no Brasil.
As infeccBes por dengue resultam em envolvimento neurologico em 4-5% dos
casos. Além do dengue virus outros flavivirus neurotrépicos sdo emergentes no
Brasil e podem no futuro causar epidemias e causar um grande cargo para
saude publica em relacdo a doengcas no SNC, assim se os laboratorios nao
estiverem prontos para o diagnostico rapido (SOARES et al. 2011; ARAUJO et
al., 2012; Pauvolid et al., 2013; MELANDRI et al., 2012).

1.2.3.2. DIAGNOSTICO

O diagnéstico laboratorial da infec¢do pelos flavivirus depende do isolamento
viral, da deteccdo de antigenos virais ou de RNA em soro ou tecidos, ou mais
frequentemente da deteccdo de anticorpos especificos no soro dos pacientes.
Atualmente, trés métodos basicos sdo usados na maioria dos laboratorios de
diagndéstico como o isolamento viral, a deteccdo de sequéncias gendémicas por
PCR e a deteccdo de anticorpos especificos (GUBLER 1998; SHU & HUANG,
2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pauvolid-Corr%C3%AAa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23875051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melandri%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23295763
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Infecgdes no SNC por virus do género Flavivirus como DENV, WNV, SLEV e
outros neurovirulentos estes podem ser encontrados no LCR durante a fase
aguda da doenca, principalmente nos casos com acometimento meningeo (ex:
meningoencefalite) (LINDENBACH et al.,, 2007; MONDINI et al. 2007;
ARAUJO). Como ja discutido em outros topicos deste trabalho o isolamento
viral no LCR torna-se muito dificil pela presenca de anticorpos especificos
contra o virus no LCR. Assim sendo o uso de técnicas moleculares para
deteccdo do genoma viral torna rapida e especifica a identificacdo do agente

etiologico causador de meningite.

1.3. PCR EM TEMPO REAL

Métodos baseados em biologia molecular estdo sendo cada vez mais aplicados
no diagnostico de doencas infecciosas. Para serem usados em larga escala, 0s
métodos devem ser de facil execucdo, acessiveis, seguros, sensiveis,
reprodutiveis e passiveis de automacéao, para facilitar a analise de um grande
namero de amostras. A PCR explora o mecanismo natural de replicacdo do
DNA e resulta em uma producdo in vitro de grandes quantidades de uma
sequéncia de DNA desejada, a partir de uma mistura complexa de sequéncias
heterogéneas. A PCR pode amplificar uma regido selecionada de uma
sequéncia produzindo bilhdes de copias deteccdo (LUTFALLA & UZE, 2006).

Como a gPCR esta sendo utilizada ha relativamente pouco tempo no Brasil e
em paises em desenvolvimento, existem poucos kits comerciais disponiveis
para um grande numero de parametros clinicos. Consequentemente, faz-se
necessario o desenvolvimento de métodos caseiros, com otimizacdo e
validacdo adequadas antes que sejam introduzidos nos diagndsticos de rotina
deteccdo (LUTFALLA & UZE, 2006).

A padronizacdo de um teste por qPCR requer a andlise de varios elementos. O
primeiro fator é a escolha do tipo de fluorescéncia. Existem varios tipos de

fluorescéncia compativeis com a PCR quantitativa, sendo que alguns geram
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sinais apenas na presenca de sequéncias de DNA especificas (sondas)
(Sistema TagMan®) (FIGURA 12A) e outros se ligam indiscriminadamente em
DNA dupla fita de maneira geral (corantes) (Ex: Sistema Syber Green -SYBR®)
(FIGURA 12B). Os corantes especificos para DNA detectam toda a
amplificacdo a partir da amostra, enquanto que as sondas detectam apenas o
produto o produto a ser identificado. Em um sistema de PCR, faz-se necessario
saber sobre a existéncia de amplificacfes inespecificas, pois elas interferem na
amplificacdo, quantificacao e identificacdo da sequéncia desejada. Portanto, as
sondas devem ser utilizadas apenas em sistemas onde ha certeza de que
apenas um unico produto seja amplificado, ou seja, a utilizagdo de corantes
representa uma condicdo sine qua non durante a padronizacdo da técnica
(LUTFALLA & UZE, 2006).

Figura 12: TagMan® vs SYBR®. a) Representacéo do sistema de deteccdo de gPCR SYBR®.
b) Representacdo do sistema de deteccdo de gPCR TagMan®. Fonte: Medscape imagens-

modificado

Regides ricas em G+C na sequéncia alvo devem ser evitadas, devido a

dificuldade de amplificacdo das mesmas. Regibes com polipurinas ou
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polipirimidinas dentro da regido de amplificacdo do DNA também devem ser
evitadas. Os valores de “temperatura de melt” ™ dos iniciadores seguem as
referéncias das temperaturas de pareamento e extenséo, usualmente em torno
de 60°C. O Tm dos iniciadores senso e anti-senso devem ser similares, para
evitar uma falsa hibridizacdo, o que pode reduzir de forma importante a
sensibilidade da técnica (MITSUHASHI, 1996).

A selecdo dos iniciadores € um dos passos criticos para o sucesso na PCR.
Para o desenho dos iniciadores, varios critérios sao estabelecidos na literatura
e varios programas estdo disponiveis como ferramentas importantes. As
sequéncias obtidas devem ser avaliadas quanto ao cumprimento dos critérios
estabelecidos para os iniciadores (RAYMAEKERS et al., 2009).

Pequenos fragmentos sao desejaveis pela facilidade de amplificacédo, devido a
uma maior eficiéncia da reacdo e pelo minimo potencial de formacdo de
estruturas secundarias dentro do “amplicon”. Presume-se que as elevadas
temperaturas de extensdo sao importantes para dissociar estruturas
secundarias que possam se formar no molde e bloquear o processo. Portanto,
os DNAs amplificados em gPCR devem ser pequenos e com limitada
capacidade de se dobrarem (KUBISTA et al., 2006).

A presenca consecutiva de guaninas pode dobrar o molde em uma estrutura
tetramérica, que sdo muito estaveis e ndo podem ser transcritas pela
polimerase. As regides com complementaridade entre si também podem
promover a dobra do molde formando algcas e outras estruturas que interferem
com o processo de extensdo. Os iniciadores também devem apresentar baixo
potencial para formar estruturas secundarias, incluindo a hibridizacao entre si e

cruzada com outros iniciadores na PCR (dimeros) (KUBISTA et al., 2006).

N&o ha um consenso quanto ao tamanho dos iniciadores, mas geralmente, sao
utilizados iniciadores variando de 18 a 24 nucleotideos. Iniciadores menores
(<17 bases) podem perder em especificidade e os maiores (>30 bases) nao
sdo mais especificos, e os calculos de Tm tornam-se menos confiaveis
(MITSUHASHI, 1996).
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A escolha do espécime clinico para determinada doenca deve ser baseada na
literatura. O tipo de populagéo e amostras deve estar completamente descritos.
Resultados obtidos com uma metodologia para uma populagédo podem nao ser
comparaveis com outra populacdo. Analises com diferentes tipos de amostra
dentro de uma mesma populacdo também podem gerar resultados diferentes
(ESPY et al., 2006).

E absolutamente necesséaria uma validacdo da metodologia de amostragem,
por causa dos possiveis efeitos de matriz. O desempenho de um diagndstico
por PCR pode ser limitado pela presenca de substancias inibitorias em
amostras individuais. Portanto, processamento eficiente das amostras antes da
reacdo se faz necesséario para obtencdo de um maximo desempenho. O
processamento correto das amostras deve remover os inibidores da PCR,
concentrar o acido nucléico alvo e tornar uma amostra biologicamente
heterogénea em uma amostra homogénea, compativel com os requisitos da
PCR (ESPY et al., 2006).

A amplificacdo de um controle interno (Cl) deve ser incluida em todos os testes
para excluir resultados falso negativos, devido a interferéncia de inibidores, e
garantir o desempenho do procedimento de extracdo de &cido nucléico. A
amplificacdo de um gene constitutivo pode ser utilizada em espécimes ricos em
células. Em amostras com baixa quantidade de células, um CI sintético pode
ser acrescentado em um tratamento prévio. O Cl deve ser acrescentado em
concentracdo adequada, para prevenir a competicdo de reagentes com a
sequéncia alvo. A qPCR para a amplificacdo do Cl deve ser otimizada de
maneira que a amplificacdo do gene alvo do teste seja preferencial em relagéo
ao CI (ESPY et al., 2006).

A gPCR permite a quantificacdo de DNA e RNA nas amostras, 0 que pode ser
feito pelo método da curva padréo ou pelo método comparativo. O primeiro é
baseado na estreita relagdo entre o nimero de copias inicial e o aumento da
fluorescéncia durante a fase exponencial. A quantificacdo pode ser absoluta ou
relativa. A quantificacdo absoluta requer a constru¢cdo de uma curva padrao,
com os valores de Ct versus o logaritmo do numero de coépias inicial dos

padrées de concentragcdo conhecida. O material padrdo deve ser estavel,
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confiavel e precisamente quantificado. O niamero de copias pode ser calculado
apos a regressao linear da curva padrdo. A quantificacdo absoluta permite a
determinacao exata do numero de copias por célula, pelo total da concentracéo
de DNA ou RNA ou por matriz de amostra. A quantificacéo relativa determina
as mudancas no estado de transcricdo de um gene, por exemplo. Uma curva
padrdo relativa consiste em uma série de diluicdes criada a partir de um
calibrador com unidades arbitrarias (BUSTIN, 2000).

Um passo importante no desenvolvimento do teste € a otimizacdo das
condicbGes da reacdo, que pode reduzir a formacao de dimeros de iniciadores,
aumentar a eficiéncia e a especificidade do processo de amplificagdo. Uma
otimizacdo das concentracdes de iniciadores garante os mais altos indices de
sensibilidade e eficiéncia do teste. A concentracdo 6tima de iniciadores é a que
resulta no menor Ct, sendo que este valor pode variar de acordo com a posicao
do limiar da reacéo (threshold). Sendo assim, em todas as reacdes o limiar foi
posicionado da mesma maneira, considerando as curvas de amplificacdo em
escala linear, como mostra a FIGURA 13 (RAYMAEKERS et al., 2009).

Amplification Plot

14 - C(+)

ARn

0.398942 LIMIAR

CN

Figura 13: Posicionamento do limiar de reacdo para definicho do Ct. Curvas de

amplificagcdo em escala linear para o controle positivo e negativo e posicionamento do limiar. O
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Ct encontrado é indicado na figura. ARn é o valor relativo de fluorescéncia emitido pela

amostras utilizada.

Caracteristicas importantes da reacdo incluem a avaliacdo da inclinacdo da
curva obtida da regresséo linear. Idealmente, o valor da inclinacdo € de -
3,3219, o que resulta em uma eficiéncia (E) da gPCR igual a 1. Em uma PCR
com eficiéncia de 1,0, o numero de moléculas alvo dobram em um ciclo.
Inclinagdes entre -3,1 e -3,6 com eficiéncia entre 85-115% s&o normalmente
aceitveis, mas ndo ha evidéncias que sustentam esses limites. A eficiéncia da
PCR pode ser afetada por varios fatores, dentre eles os inibidores da PCR, os
fatores que potencializam a reacdo, degradacdo de DNA, concentracdo de
DNA, tamanho do amplicon, estruturas secundarias e qualidade dos iniciadores
(YUAN et al., 2006).

Padronizado todas as condi¢cdes de um teste baseado em gPCR este necessita
ser validado. A validacdo de uma metodologia que emprega a gPCR é
semelhante aquela requerida para qualquer procedimento analitico. Os
principais parametros a serem avaliados sao: especificidade, linearidade,
reprodutibilidade, repetibilidade, exatiddo, precisdo e sensibilidade

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; OIE, 2010).

Apés a adequacao de testes baseados em gPCR para as condi¢des citadas
acima, estes testes tornam-se amplamente vantajosos quando comparados
com outras técnicas moleculares. Quando comparamos a gPCR com o PCR
convencional observamos que em uma série de caracteristicas que tornam o
gPCR mais eficiente (SES-SP, 2007). Uma comparacdo detalhada destas
caracteristicas pode ser observada na TABELA 1.



Tabela 1: Comparacédo gPCR com PCR.

Caracteristicas

PCR convencional

PCR em tempo real

Equipamentos necessarios

Trés (termociclador; sistema de
eletroforese: cuba+fonte de
alimentacdo; sistema de foto

documentacdo)

Um dnico equipamento
(amplificacdo e deteccdo

simultanea)

Especificidade

Menor especificidade em relagéo

a PCR em tempo real

Maior especificidade em relagdo
ao PCR convencional quando é

utilizado sondas

Sensibilidade?

Limite de detecgdo entre 2 a 20

Limite de deteccdo em torno de

pg/reacio 200 fg/reacgdo (10 a 100 x maior)
Sistema N3o-automatizado Automatizado
Resultados N&o sdo expressos em nlimeros S3o expressos em numeros

Interpretagdo dos resultados

Baseado na observacdo de banda
em gel de agarose /

poliacrilamida

Baseado em valores de Ct
(determinados por um software)
e por uma curva de dissociagdo

no sitema SYBR®

Quantificagdo do DNA

N3o permite

Permite

Tempo de execugdo

6a 8 horas

2 a3 horas

49



II. JUSTIFICATIVA

50



51

Infeccbes no SNC causam principalmente encefalites, meningites e
meningoencefalites, tendo estas doencas ampla distribuicdo, acometendo
populacbes em todas as partes do globo. Os principais agentes etiol6gicos
destas doencas sao virus, bactérias e fungos, sendo que estes ultimos
tornaram-se mais relevante ap0s o surgimento da AIDS. A prevaléncia e
distribuicdo dos virus que causam infecgdo no SNC sao variadas nas diferentes

partes do globo.

Desde a identificacgdo dos virus como agentes etiolégicos das
meningoencefalites, vem sendo observado que, apesar das baixas taxas de
mortalidade, estas podem produzir uma elevada morbidade. Assim como um
potencial de causar sequelas a longo prazo, especialmente em criancgas,
contrariando assim, a nogédo do denominado “curso benigno”, usado por muito
tempo (BEDOYA & LEITE, 1998).

O cenério mais comum gerado por uma meningoencefalite viral € uma doenca
aguda com uma inflamacéo difusa, processo que pode afetar seriamente o
SNC. A gravidade do dano gerado no SNC pela infeccéo viral é determinada
por uma combinacdo de fatores da resposta imune do hospedeiro e as
neuroviruléncia do virus infectante . Assim sendo estados de imunossupressao
como, por exemplo, AIDS e tratamento com imunossupressores levam a

doencas com pior prognéstico.

InfecgcBes no SNC, encefalites e meningoencefalites, podem ser causadas por
virus diferentes virus. Os enterovirus sdo responsaveis pela maioria dos casos
identificados de meningoencefalite viral nos EUA. Herpes virus, varicela virus e
arboviroses também  sdo  importantes  agentes  etiolégicos  de
meningoencefalites. Meningoencefalites virais ocorrem em todo o mundo,
como epidemias ou como casos esporadicos. O custo médio de tratamento de
um caso infantil de meningoencefalite viral € cerca de R$ 15.000,00.

Meningoencefalites virais podem evoluir desde doenca branda até para formas
muito graves. A gravidade dependera do agente etiolégico, diagndstico
precoce, faixa etaria e estado imune do paciente. O diagnostico precoce do
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agente etiologico das meningoencefalites virais é de fundamental importancia
para que o paciente tenha um tratamento adequado no sistema de saude, pois
dependendo do agente viral causador o tratamento medicamentoso, a
necessidade de internacdo e os cuidados na transmissdo da doenca sao
diferentes. Assim sendo, perante a dificuldade de deteccéo dos virus no LCR
por métodos que ndo sejam os moleculares, tona estes métodos a alternativa

de escolha.

Com relacdo aos métodos moleculares, a aplicacdo da PCR quantitativa em
testes diagnosticos, se comparada a PCR ou PCR nested, possui diversas
vantagens. O teste pode ser feito com maior rapidez, ja que nao ha
necessidade de manusear os produtos apos a PCR e por ndo haver uma etapa
nested. Os riscos de contaminacdo, e consequentes resultados falso-positivos,
sdo minimizados, pois ndo h& necessidade de abertura do sistema e os
produtos amplificados sédo detectados por medidas de fluorescéncia. Outra
opcao importante é que a qPCR permite estimar a quantidade inicial de
material genético na amostra, de maneira rapida, pratica e segura se
comparada aos outros métodos disponiveis. Em comparacdo com os métodos
de isolamento viral, a qPCR apresenta maior biosseguranca para o analista,
pois seu principio ndo se baseia no aumento da carga viral. Também deve ser
levada em consideracdo a possibilidade de automatizacdo do processo, uma
questao importante quando se trata de métodos diagndsticos modernos. Além
de todas as vantagens apresentadas, vale lembrar ainda que 0s custos
relacionados ao diagnostico sdo mais baixos, o que torna a gPCR a

metodologia mais adequada para a plataforma de diagnostico proposta.

Assim quando consideramos a atual situacdo das meningites virais e falta
diagnéstico do agente etiolégico que prevalece em paises em
desenvolvimento, a deteccao viral no LCR por qPCR para diagnéstico de
meningite viral é um método rapido, reprodutivel e especifico para
determinacdo da etiologia dessa doenca. Desta forma o desenvolvimento
tecnoldgico de aplicacbes baseadas em qPCR para o diagndstico de meningite

viral € um importante avanco no diagnostico desta doenca.
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3.1. OBJETIVO GERAL

Utilizar gPCR para desenvolvimento e avaliagdo de uma plataforma de

diagndstico para de meningoencefalites causadas por virus.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar e avaliar a eficiéncia de iniciadores para detec¢do por gq°PCR
dos principais agentes virais causadores de meningoencefalites:

enterovirus, flavivirus e herpes virus neurotropicos;

v" Produzir controles virais e de plasmideos, internos enddgenos e
exogenos para os testes de gPCR.

v' Padronizar os ensaios de gPCR para detectar os virus alvo da
plataforma e avaliar os critérios de: sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e repetibilidade;

v Investigar o desempenho dos sistemas de deteccao SYBR e TagMan
em relacdo aos ensaios de gPCR desenvolvidos para diagndstico de

meningoencefalites virais.

v Estabelecer critérios de pré-analiticos para processamento do LCR para

alcancar a maior eficiéncia na deteccédo dos agentes virais de interesse;

v' Utilizar a plataforma de gPCR desenvolvida para estabelecer a
epidemiologia dos agentes virais causadores de meningoencefalites no

hospital infantil de referéncia do estado de Minas Gerais;

v' Avaliar a incidéncia de agentes virais em casos clinicos onde foram

diagnosticadas as infec¢des bacterianas no SNC.
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v Correlacionar os marcadores bioquimicos e citolégicos classicos do LCR
utilizados no diagnostico de infecgbes no SNC com os agentes virais
detectados.
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5.1. VIRUS

A amostra de enterovirus utilizada neste trabalho foi amostra vacinal Sabin que

contem poliovirus I, Il e Il (SB Biological®- Bélgica).

A amostra de HHV-1 utlizada neste trabalho foi a amostra HHV-1 EK
(NOGUEIRA, 1998). Esta amostra é um isolado clinico de HHV-1, proveniente
de herpes labial em adulto saudavel, que foi isolada em células de rim de
macaco verde africano (células VERO - ATCC). Esta amostra foi isolada e
caracterizada no Laboratoério de Virus da UFMG. A amostra de HHV-3 (VZV)
utilizada foi a amostras HCO5, proveniente de paciente com zoster ocular
(Hospital das Clinicas da UFMG) e caracterizada no Laboratério de Virus da
UFMG em 1998 (NOGUEIRA, 1998). A amostra de HHV-5 (CMV) AD-169
adquirida da ATCC (VR-538)

As amostras de flavivirus utilizadas neste trabalho durante o desenvolvimento
no laboratério de virus foram as amostras YFV 17 vacinal, as amostras Dengue
virus 1 e 2 que foram isolados no municipio de Ribeirdo Preto (SP) e
multiplicadas em cérebro de camundongo e em células em cultivo, sendo
gentilmente cedidos pelo Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo. A amostra Dengue
virus 3 foi gentilmente cedido pelo Dr. Pedro Vasconcelos do Instituto Evandro
Chagas (Belém-PA). A amostra Dengue virus 4 foi isolada em 1981, na cidade

de Boa Vista, sendo gentilmente cedida pelo Dr. Mauricio Nogueira.

5.2. OBTENCAO DE PLASMIDIOS CONTROLES

5.2.1. SELECAO DOS INICIADORES E SONDAS

Os iniciadores e as sondas foram desenhados, ou modificados da literatura, ou
obtidos literatura. Os iniciadores que foram desenhados para este trabalho
foram designados para amplificacdo regides conservadas dos virus ou grupos

virais que sao alvo desta plataforma, para isso o software Primer Express®
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v3.0 foi utilizado. A finalidade do desenho de novos iniciadores é a busca por

iniciadores mais eficazes e também com caracteristicas fisico-quimicas

similares, pois assim eles podem tornar todas as reacbes da plataforma

eficientes, especificas reprodutiveis (TABELAS 2 E 3).

Tabela 2: Iniciadores da plataforma

Iniciador

ENTV F
ENTV R
HHV-1/2F
HHV-1/2R
HHV-3F
HHV-3R
HHV-5F
HHV-5R

FLAV F
FLAV R
GFP F
GFPR
BACT F
BACT R

Sequéncia

5" ACAIGGTGIGAAGAGTCTATTGAGCT 3'
5' CCAAAGTAGTCGGTTCCGC3'
5'-ATCACGGTAGCCCGGCCGTGTGACA-3’
5'-CATACCGGAACGCACCACAC-3’
5’-CATCTGCAATTATGCGTCCAA-3’
5’-GTTTCCATTGCTGAAT-3’
5’-ATGTCCGTACAACATCAACT-3’
5'-ATGTCCGTACAACATCAACT-3'

5’- ACGTGGACCGACAAGAACAGTTTCG-3’
5’- ACGGTCGACCCGTCTTTTTCCG-3
5’-CTGCTGCCCGACAACCA-3’
5'-TGTGATCGCGCTTCTCGTT-3’
5’-CCAACCGCGAGAAGATGA-3’
5’-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3’

Tamanho
fragmento(

pb)

114

76

78

70

116

82

75

Gene

alvo

5'UTR

DNA POL

DNA POL

us 17

5 UTR

GFP

B- Actina

humana

Referéncia

Dierssen
et al,, 2008

( Modificado)
Oliveira, D, B
( dados ndo

publicados)

Oliveira, D, B
( dados ndo

publicados)

Oliveira, D, B
( dados ndo

publicados)

Chao et al,, 2006

Qliveira, D, B
( dados ndo
publicados)
Oliveira, D, B
( dados ndo

publicados)

Os principais parametros analisados pelo algoritmo do

software Primer

Express® v3. 0 foram: fragmento com tamanho entre 70-250pb, tamanho dos

iniciadores entre 18-24 nt, auséncia de estruturas secundarias internas,

auséncia de grandes repeticdes de bases, diferenca de Tm menor do que 5°C

entre os dois iniciadores, conteido de GC em torno de 50%, preferéncia por

sequéncias ricas em GC na porgao 3’ terminal no iniciador e evitar a

complementaridade de bases entre as sequéncias dos iniciadores (formacao

de dimeros).
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Primer Sequéncia Gene Alvo Referéncia
DENV-1 F CAAAAGGAAGTCGYGCAATA NS5
DENV- 1R CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC NS5
DENV-1 P CATGTGGTTGGGAGCACGC NS5
DENV-2 F CAGGCTATGGCACYGTCACGAT .
DENV- 2 R CCATYTGCAGCARCACCATCTC E Sere
DENV-2 P CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA E et al, 2013
DENV-3 F GGACTRGACACACGCACCCA prM ( Modificado)
DENV- 3R CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT prmv
DENV-3 P ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG prmv
DENV-4 F TTGTCCTAATGATGCTRGTCG prv
DENV- 4 R TCCACCYGAGACTCCTTCCA prv
DENV-4 P TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG prmv

WNV F CAGACCACGCTACGGCG 3UTR

WNV R CTAGGGCCGCGTGGG 3UTR

WNV P TCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGAT 3UTR

SLEV F CAGGGAATTACCCAATGTCTAAAAA 5°UTR

SLEV R AGCATATTGACAACCCGGTTTC 5°UTR

SLEV P CCAGGAAAACCCG 5 UTR Oliveira, D, B

YEV E TCGTAAAGCTCAGGGAAAAACC e ( Dados nao publicados)

YFV R GGAGCGAACTCCTCGTCGTA 5°UTR

YFV P TGGGCGTCAATATG 5'UTR

JEVF CCTGGGAATAGACTGGGAGATCT 3'UTR

JEVR CGGCGCTCTGTGCCTAGTAG 3UTR

JEVP TGCTCTATCTCAACATCA SUTR

5.2.2. EXTRACAO DE RNA VIRAL

O material genético a ser obtido nessa etapa foi utilizado na construcdo de

vetores plasmidiais com insertos especificos para todos o0s virus com genoma

de RNA do presente trabalho. Para a extragdo de RNA Poliovirus (do género
Enterovirus), YFV (do género Flavivirus), DENV 1, DENV 2, DENV 3, DENV 4,
WNV, SLEV e JEV foi utilizado o Kit QIAmp® Viral RNA (QIAGEN®®, U.S.A.).
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Cerca de 140 pL da suspensao de células infectadas foram lisadas pela
solucdo tampéo AVL e, apos a lise, as amostras foram aplicadas a uma coluna
com afinidade para o RNA e submetidas a uma centrifugagéo de 8.000 x g, por
1 min. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes: a primeira com a
solucdo tampdo AW1 e a segunda com a solucdo tampao AW2. Apds o
processo de lavagem, o RNA foi eluido da coluna, pela solugcdo AVE e
estocado a -70°C.

5.2.3. PRODUCAO DE cDNA

O RNA extraido serviu de molde para a producédo de uma cadeia complementar
de DNA (cDNA) utilizando a enzima M-MLV RT com o iniciador e iniciadores
randdmicos (Invitrogen®) para todos os virus de RNA.

Para a producdo de DNA complementares (cDNA), cerca de 1 a 5 pug de RNA
extraido foi incubado a 70°C por 5 min, juntamente com os iniciadores
randémicos (2,5 pmol/uL). Apds incubagdao em banho de gelo, os seguintes
componentes foram adicionados a reacao: 4 UL de tampéo de RT-PCR 5X (Tris
a 250mM pH 8.9, MgCI2 a 15mM, KCl a 375mM, DTT a 50mM), 2 uL de dNTP
(10mM) e 0,5 pL (20U) de RNAsin (Ribonuclease Inhibitor-Promega- EUA),
seguido por incubacéo a 42°C por 5 min. No terceiro ciclo foi adicionado 1 uL
(200U) de enzima M-MLV RT (200U/uL) (Promega Corporation-EUA). Essa
mistura foi incubada por 60 min a 37°C, sendo ent&o resfriada em banho de
gelo. O produto da transcri¢do reversa foi conservado a temperatura de -70°C

até sua utilizacao.

5.2.4. EXTRACAO DE DNA

Com o objetivo de obter material genético para a construcdo de vetores
plasmidiais com insertos especificos para as amostras de HHV-1, HHV-3 e
HHV-5, foi feita a extracdo de DNA das amostras virais. Para isso, foi utilizado
0 método de extragdo com fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (SAMBROOK,
1989), com modificacdes. Foi acrescentados 500uL de material (meio de
cultura e particulas virais) e igual quantidade da preparacao fenol: cloroformio:

alcool isoamilico (25:24: 1). ApOs agitacdo constante, as mesmas foram
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incubadas a 37°C por 5 min. As misturas foram entdo centrifugadas a 4.400 x g
por 5 min em microcentrifuga a temperatura ambiente. Com auxilio de uma
micropipeta, as duas fases formadas foram separadas, transferindo-se a fase
aguosa para microtubos novos, onde foram novamente submetidas ao
tratamento com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e, ao sobrenadante final, foi
adicionado igual volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A mistura foi
agitada rapidamente e centrifugada a 12.000 x g por 5 min. Apds a
centrifugacédo, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foram
adicionados 2,5 volumes de etanol 100% (4°C) e acetato de sédio 3M pH 5,2
até uma concentracao final de 0,25M, sendo o tubo invertido suavemente e
incubado a -20°C overnight. O sedimento foi obtido ap6s 30 min de
centrifugacéo a 16.000 x g a 4°C e homogeneizado em 500uL de etanol 70%
gelado. Apds suave homogeneizacao, a mistura foi centrifugada a 17.000 x g
por 5 min, sob refrigeragédo de 4°C. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 30uL de agua pura e a mistura homogeneizada e estocada sob

refrigeracao.

5.2.5. TESTE DO INICIADORES “in vitro”

Os iniciadores para a deteccao dos diferentes virus foram testados na gPCR
utilizando mix comercial na concentracdo 1X (SYBR Green® PCR Master Mix,
Applied Biosystems), 200nM de cada iniciador e agua ultra pura para que

juntamente com a amostra fosse obtido um volume final de 10 pl.

O cDNA (YFV e Poliovirus) e DNA (HHV-1 e HHV-3) obtidos nos processos
anteriores foram utilizados como molde amostra para o teste inicial dos
iniciadores. Foi utilizado 1ul do cDNA de YFV, 1ul de cDNA de poliovirus, 10ng
de DNA de HHV-1, 10ng de DNA HHV-3 e 10ng de DNA HHV-5 nas reacdes
como 0s respectivos iniciadores. Todas as reacdes descritas neste estudo
foram feitas em duplicata e sempre utilizando um controle negativo no qual a

amostra era substituida por agua.

Os iniciadores de FLAV também foram testados com 1ul do cDNA de DENV1,
DENV 2, DENV 3 e DENV 4.
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As condicBes utilizadas para o Master Mix comercial (SYBR Green® PCR
Master Mix, Applied Biosystems) no presente trabalho foram as seguintes:
desnaturacaode a 95°C por 10 min, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 seg. e
60°C por 1 min, por fim uma curva de dissociagcdo com aquecimento de de 65
°C aé 95 °C.

Todas as gPCR do presente trabalho foram feitas utilizando o termociclador
StepOne® da Applied Biosystems e os dados de deteccdo e quantificacdo
foram coletados e analisados pelo software StepOne® versdo 2.1 da Applied

Biosystems.

Durante a padronizacdo os fragmentos de DNA amplificados foram fracionados
eletroforeticamente em gel de agarose a 1,0% em TAE 1X (0,04M Tris-Acetato;
0,001M EDTA) e 1X de SYBR Safe™ (Invitrogen, E.U.A). O gel foi submetido
a voltagem de 100V imerso em solucdo de TAE. Foram aplicados 10 uL do
produto da reacdo, misturados a 1,0 pL do tampdo de corrida (azul de
Bromofenol 2,5%, TAE 10X e glicerol 50%). As bandas foram visualizadas em
um transiluminador de luz ultravioleta. Também foi incluido no gel um padréo
de tamanho molecular 100 pb DNA ladder (Promega, E.U.A.) para identificacédo

do tamanho do produto.

Os produtos amplificados especificos de cada reacdo e que apresentarem
bandas na altura esperada foram recuperados do gel e purificados [Gel
Extraction Kit (QIAGEN E.U.A.)].

5.2.6. EXTRACAO DE DNA DO GEL

A recuperacdo do DNA amplificado a partir do fragmento de gel foi feita
utilizando o Gel Extraction Kit (QIAGEN®, U.S.A.). Todos os procedimentos
foram feitos seguindo o protocolo do fabricante. O fragmento de gel excisado
foi pesado e foi acrescentado o tampado QG em um volume indicado pelo
fabricante. A mistura foi incubada por 10 min a 50°C, sendo homogeneizada no

meio do intervalo. Em seguida, foram acrescentados 200 uL de isopropanol e a
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preparacado foi homogeneizada e transferida para uma mini coluna. Nesta
etapa, foi feita uma centrifugagéo de 15.000 x g por 1 min, sendo descartado o
eluato. Foram acrescentados 500 pL de tampao QG na coluna e feita uma
nova centrifugacao, descartando o eluato obtido. Um volume de 750 pL de
tampédo PE foi acrescentado na coluna e foi feita uma nova centrifugacéo,
descartando o eluato. O tubo coletor foi trocado e 30 pL de agua foram
adicionados. Novamente, foi feita uma centrifugagéo de 15.000 x g por 1 min. A
coluna foi descartada e o DNA do extrato foi dosado através do
espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies). O extrato obtido foi

armazenado a -20°C.
5.2.7. LIGAQAO DOS PRODUTOS DE PCR AO VETOR PGEM-T

Os produtos obtidos nas reacdes de gPCR de YFV, poliovirus, HHV-1, HHV-3
e HHV-5 foram inseridos no vetor pGEM-T de acordo com a técnica descrita
pelo fabricante do kit pGEM-T easy vector system (Promega Corporation,
EUA), utilizando a proporcédo de 3:1 (inserto: plasmideo) na reagdo de ligacéo.
Estas construces foram utilizadas como controles positivos na padronizacéo

das gPCR e para teste de eficiéncia dos iniciadores.

A montagem da reacao foi feitacom 5,0 pL de tampéao de ligacdo 2X (60mM
TRIS-HCI pH 7,8; 20mM MgCl,, 20mM DTT, 2mM ATP, 10% polietilenoglicol),
1,0 uL de pGEM-T (50 ng), 1,0 uL de T4 DNA ligase, a quantidade calculada
de inserto e 4gua para completar um volume final de 10 pyL. A reacao foi
incubada a 4°C por 16 horas e o produto de ligacdo foi utilizado para

transformacao de Escherichia coli DH5a quimicamente competentes.
5.2.8. TRANSFORMACAO BACTERIANA (SAMBROOK ET AL, 1989)

O produto da ligacdo entre o fragmento de DNA do PCR e o vetor pGEM foi
utiizado para a transformacdo de bactérias Escherichia coli DH5a
guimicamente competentes, preparadas conforme o protocolo descrito por
SAMBROOK e colaboradores (1989).

Para a transformacao, foram utilizados 5,0 pL do material proveniente da

ligacdo e 100 yL de bactéria competente DH5a descongelada em banho de
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gelo. Os tubos foram levemente agitados e incubados em banho de gelo por 30
min. Apds essa etapa de incubagéo, foi feito o choque térmico incubando-se os
tubos por 2 min a 42°C e novamente resfriados em banho de gelo por 2 min.
Em seguida, foi adicionado 1,0 mL de meio LB sem antibiético a cada tubo e os
mesmos foram incubados a 37°C por 1 hora (HANAHAN et al., 1991). A cultura
bacteriana resultante foi centrifugada a 600 x g por 5 min. O volume de 1,0 mL
do sobrenadante foi removido e os 100 pL restantes foram utilizados para
homogeneizar o sedimento. Todo o volume da suspensdo bacteriana foi
plagueado em meio LB-agar (1% bacto-triptona; 0,5% bacto-extrato de
levedura; 1% NaCl; 1% Agar) contendo ampicilina (50 pg/mL). As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Paralelamente, foi feito o controle do
crescimento de bactérias competentes nao transformadas em placa LB-agar na

presenca de ampicilina.
5.2.9. TRIAGEM DAS COLONIAS

As colbnias foram selecionadas e multiplicadas em 1,0 mL de meio LB
contendo ampicilina (50 pg/mL). Os tubos foram incubados em um agitador
(Shaker Superohm g-25, Brasil) por 4 horas a 37°C com agitacdo de 180 rpm.
As culturas bacterianas resultantes foram utilizadas em reagdes de PCR com
iniciadores especificos para o fragmento de interesse. Aliquotas de 1,0 pL da
cultura bacteriana foram utilizadas como moldes de PCR em um volume final
de 20 pL. Os produtos das reacdbes de PCR foram fracionados

eletroforeticamente em gel de agarose 1% a 100V.
5.2.10. OBTENQAO DE DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA

Para a obtencdo do plasmideo em pequena escala foi utilizado o Kit Wizard
Plus SV Minipreps (Promega Corporation — EUA). As bactérias foram crescidas
em 10 mL de meio LB contendo ampicilina por 16 horas a temperatura de 37°C
com agitacao de 180 rpm. Apds o crescimento, as culturas foram centrifugadas
e 0 sobrenadante foi descartado. Foi acrescentado ao sedimento 300 uL de
solugdo de ressuspensdo com posterior homogeneizacdo em agitador de
tubos. Em seguida, foram adicionados 300 pL de solucéo de lise e a mistura foi

homogeneizada por inversdo do tubo por 4 vezes. AplOs essa etapa, foram
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adicionados 300 pL de solucdo de neutralizacdo, com homogeneizacdo e
centrifugacdo do material a 13000 x g por 15 min, em microcentrifuga
Eppendorf 5415C. O sobrenadante foi transferido para uma coluna, onde foi
centrifugado e lavado com 2,0 mL de solucdo de lavagem. O DNA foi eluido da
coluna com agua, por centrifugacdo a 13000 x g, e utilizado para dosagem em
espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies). O restante foi
armazenado a temperatura de -20°C.

5.2.10.1. QUANTIFICACAO DO NUMERO DE COPIAS PLASMIDIAIS

Para obter o nUmero de coépias de plasmideo foi utilizado a plataforma on line
para calculos desta natureza o site “Science Primer” (disponivel on line:

http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr). Com esta

ferramenta pode ser obtido o nimero de coépias fornecendo a quantificacdo do

plasmideo (ng) e o tamanho (pb).

5.2.11. SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento para confirmacdo do conteudo do inserto foi feito pelo
método de dideoxi descrito por SANGER e colaboradores (1977), em
sequenciador automatico capilar Mega Bace 1000 (Ge Healthcare), utilizando o
kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (Mega BACE™), seguindo as condi¢des de

reacao e leitura indicadas pelo fabricante.

Aproximadamente 200-400 ng do plasmideo foram utilizadas nas reacdes de
sequenciamento empregando 0s iniciadores universais do tipo M13. A reacgéo
de sequenciamento foi feita em placa de 96 pocos, em termociclador
Eppendorf 96-well Mastercycler®, com o seguinte ciclo: desnaturacdo a 95°C
por 25 s, pareamento do iniciador a 50°C por 15 s e extensao a 60°C por 3
min, sendo este ciclo repetido por 36 vezes. Em seguida, o produto do
sequenciamento foi purificado por uma reacdo de precipitacdo utilizando

acetato de amonio e etanol, e homogeneizado em tampéo de amostra.

Os resultados do sequenciamento foram armazenados sob a forma de

cromatogramas processados automaticamente pela plataforma mencionada.


http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr
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As sequéncias foram manualmente inspecionadas para eliminar as regiées do

vetor e as de baixa qualidade.

5.2.12. ANALISE DAS SEQUENCIAS

A montagem e visualizacdo das sequéncias finais foram obtidas a partir da
andlise dos cromatogramas, utilizando-se os programas Chromas Lite"
(Technelysium Pty Ltd) e CAP3 Sequence Assembling Program (HUANG &
MADAN, 1999), através da home-page da Embrapa (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria) do Brasil (disponivel em:

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.).

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias depositadas no
GenBank, utilizando-se os programas BLASTn e BLASTx (ALTSCHUL et al.,

1997; www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram feitos
com o auxilio do programa MEGA 4 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis)( TAMURA et al., 2007), utilizando-se o parametro Clustal W verséo
1.6 (THOMPSON et al., 1994; KUMAR et al., 2004; http//megasoftware.net).

5.3. PADRONIZACAO E VALIDACAO DA PLATAFORMA DE qPCR - SYBR
GREEN®

5.3.1. TESTE DE EFICENCIA DOS INICIADORES

Depois de cumpridas as etapas de teste dos iniciadores e obtencdo dos
plasmideos controles foi feito o teste de eficiéncia dos iniciadores. Para isso,
foram utilizadas varias diluices de base 10 dos plasmideos controles de cada
reacdo, com a concentracdo de DNA variando em uma escala de 1 ng/uL até
100 fg/puL. Os parametros mais importantes analisados nesta etapa foram a
eficiéncia da reacao (inclinacéo da curva padréo), o coeficiente de linearidade e
o limite de detecgéo. Os testes de sensibilidade foram feitos em paralelo com o
mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems) e as

condi¢cbes foram as descritas no item 5.2.5.
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5.3.2. TESTE DE ESPECIFICIDADE

Nessa etapa o0s iniciadores propostos para cada virus tiveram sua
especificidade testada. Este ensaio foi feito em gPCR empregando os
iniciadores e como amostra molde outros virus da mesma familia e também
outros possiveis agentes de meningites virais. Foram preparadas reacfes com
cada iniciador e foi utilizado como amostra molde para as reagdes 1ul do cDNA
de YFV ou 1ul de cDNA de poliovirus ou 10ng de DNA de HHV-1 ou 10ng de
DNA HHV-3.

5.3.3. AVALIACAO DE METODOS DE PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para avaliar a melhor forma de se processar o LCR no laborat6rio, foi feita a
contaminagdo de um “LCR mimético” (descrito a seguir no item 5.3.4.1) com
particulas virais que representassem o0s virus do género Enterovirus
(Poliovirus), do género Flavivirus (YFV) e a familia Herpesviridae (HHV-1).
Foram empregadas quantidades de virus contaminantes de 10° pfu/mL (padrdo
10°%) de cada virus citado acima até 1 pfu/mL. Foi produzido 1mL de cada

concentracéo de virus.

Para avaliar a melhor forma de deteccdo dos virus de RNA por¢cbes de cada
padrao foram submetidos a duas formas de extracdo com o Kit QIAmp® Viral
RNA (QIAGEN® , U.S.A) ja descrito no item 5.2.2 ou com TRIZOL®
(Invitrogen), que ser& descrito a seguir. Apos a extracdo o cDNA foi produzido
para cada amostra (cada padrao apos cada método de extracdo) conforme
descrito no item 5.2.3. Os cDNAs foram utilizados para mensurar por qPCR a

tempo qual a forma mais eficiente de extracao de RNA.

Para os virus de DNA porcbes de cada padrdo foram diluidas em agua
ultrapura 10x e 100x ou submetidos a extracdo de DNA como descrito no item
5.2.4. As amostras diluidas e as extraidas foram utilizadas na gPCR para se

determinar a concentragao eficiente.
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5.3.3.1. PADROES DE LCR MIMETICO

Uma solucdo que mimetiza o LCR em relacéo a concentracao de ions, acgUcar,
proteinas e células foi feita. Esta solucdo tem em sua composi¢cao 1% de soro
fetal bovino, 10mM de CaCl,, 10mM de KCI, 4mM de Glicose, 1000 células
A549 por mL e &gua ultrapura. Foi acrescentado a este LCR mimético 10°
pfu/mL de HHV-1, 10° pfu/mL de YFV ou 10° pfu/mL de poliovirus, sendo esta
solucao diluida na base 10 sucessivamente até o padrdo de LCR mimético até
a concentracdo de 1 pfu/mL de cada virus (RATNAMOHAN. et al., 1989).

As células A549 sdo células derivadas de carcinoma de pulmdo humano. As
células A549 foram cultivadas em meio minimo de Eagle modificado por
Dulbeco (DMEM), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)
(CULTILAB, Brasil), gentamicina (50 pg/mL) (SIGMA, EUA), penicilina
potassica (100 U/mL) SIGMA, EUA) e fungizona (2 yg/mL) SIGMA, EUA). As
células foram mantidas em garrafas apropriadas e incubadas em atmosfera de
5% CO2 a 37°C.

5.3.3.2. EXTRACAO DE RNA POR TRIZOL®

A extracdo de RNA total foi feita com o reagente TRIZOL® (Invitrogen). 150 uL
das amostras foram homogeneizadas com 750 pL de TRIZOL® e incubadas a
temperatura ambiente por 5 min. Para a separacdo das fases, foi adicionado
cloroférmio (200 pL) e as misturas foram incubadas a temperatura ambiente
por 15 min. As preparacfes foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4°C.
Apoés a separacao, a fase aquosa dos tubos, contendo o RNA, foi transferida
para um novo tubo. A precipitacdo do RNA foi feita pela adicdo de 500 pL de
isopropanol e incubacéo a temperatura ambiente por 10 min. As preparacdes
foram centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4°C. Ap0s a remocao do
sobrenadante, foi feita a lavagem do precipitado adicionando-se 1 mL de etanol
a 75%, com posterior centrifugagdo a 7500 x g por 5 min a 4°C. O

sobrenadante foi novamente removido com subsequente secagem do
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precipitado a temperatura ambiente por 5 — 10 min. A dissolucdo do RNA foi
feita adicionando-se 50 pL de &agua livre de RNAse/DNAse. As preparacdes
foram incubadas por 10 min a 55 — 60°C para dissolu¢cdo completa do RNA. As
solucbes obtidas foram aliquotadas e armazenadas a -70°C até a sua

utilizacao.

5.3.4.TESTE DE SENSIBILIDADE ANALITICA

Para avaliar a sensibilidade da plataforma em amostra clinica, foram feitos
experimentos utilizando os padrées de “LCR mimético” contaminados com
particulas virais que representassem o0s virus do género Enterovirus

(poliovirus), do género Flavivirus (YFV) e a familia Herpesviridae (HHV-1).

Os padrdes com quantidades virais que variavam entre 10° pfu/mL & 1 pfu/mL
dos virus HHV-1, YFV e poliovirus, foram utilizados em ensaios de gPCR com
os iniciadores para HHV-1/2, ENTV e FLAV; estas reacdes foram utilizadas
para mensurar a sensibilidade da deteccao dos virus do género Enterovirus, do

género Flavivirus e da familia Herpesviridae.

Os padrdes utilizados neste teste foram diluidos os 10x (usado 1ul por reacao)
para as reagbes com iniciadores de HHV-1/2. Para as reagbes com 0s
iniciadores para ENTV e FLAV o RNA extraido com o Kit QIAmp® Viral RNA
(QIAGEN® , U.S.A)), ja descrito no item 5.2.2, e 0 cDNA (usado 1ul por reacao)

foi produzido conforme descrito no item 5.2.3.

Todos iniciadores foram utilizados na concentracdo de 200nM nas reac¢des no
mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix, Applied Biosystems) como

descrito no item 5.2.5. Todas as reagdes foram feitas em duplicata.

5.3.5. CONCENTRACAO DOS INICIADORES
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O método utilizado para definicdo da melhor concentracdo dos iniciadores foi

atraves da titulagéo nos iniciadores nas concentragdes de 200nM a 800nM.

Neste teste foi utilizado o padrdo de LCR mimético (item 5.3.4.1) com 10*
pfu/mL para o teste dos iniciadores de HHV-1/2 e o padréo de 10° pfu/mL para
testar os iniciadores de ENTV e FLAV.

Com excecao das concentracdes dos iniciadores todos 0s outros parametros

da gPCR foram empregados como descrito no item 5.2.5..

5.3.6. REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi estimada pela avaliacdo da variacdo nos resultados de
replicas de uma amostra, realizada no mesmo ensaio € em um mesmo
laboratorio. A andlise da repetibilidade foi feita utilizando o critério de
coeficiente de variacdo (CV), a partir dos valores de média e desvio padrao dos
Cts. Os valores foram representados em porcentagem e a tolerancia foi de até
10% de variacao (OIE, 2010).

Para a andlise da repetibilidade das reacfes da plataforma, foi feita 21 vezes a
mesma reacdo, utilizando mesmo equipamento, no mesmo laboratério e por
um mesmo analista. Neste teste foi utilizada a menor quantidade viral
detectada nos padrbes do teste de sensibilidade analitica, item 5.3.5. Assim foi
feito o teste utilizando padrdo com HHV-1(10* pfu/mL) , YFV (10° pfu/mL) e

poliovirus (103 pfu/mL) para se mensurar a repetibilidade.

5.3.7. REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade se refere a capacidade de um método permanecer
inalterado com variagbes pequenas nas condi¢cdes do teste, que podem ocorrer
em um laboratério durante a sua utilizacdo. As mudancas foram feitas de forma
deliberada e essa analise foram obtidos dados sobre a confiabilidade do

meétodo durante sua utilizacao na rotina laboratorial.
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Para a analise da reprodutibilidade das reacdes envolvidas na plataforma,
foram utilizadas duas variadveis: o analista e o equipamento. Dessa maneira,
foram feitas reacbes em um mesmo equipamento por diferentes analistas, e
também em um segundo equipamento. Cada analista fez duas reacdes em
cada equipamento, para cada alvo (HHV-1/2, ENTV e FLAV). Como amostra
também foi utilizados os padrdes com HHV-1(10* pfu/mL) , YFV (10° pfu/mL) e
poliovirus (10 pfu/mL).

A analise da reprodutibilidade foi feita utilizando o critério de coeficiente de
variacdo (CV), a partir dos valores de média e desvio padrdo dos Ct. Os
valores foram representados em porcentagem e a tolerancia foi de até 10% de

variacao.

A andlise da repetibilidade foi feita utilizando o critério de coeficiente de CV, a
partir dos valores de média e desvio padrdo dos Ct. Os valores foram

representados em porcentagem e a tolerancia foi de até 10% de variacao.

5.4. CONTROLE INTERNO

5.4.1. CONTROLE INTERNO EXOGENO

Com a finalidade de controle do processo de diagnéstico foi desenvolvida uma
relacdo para um controle interno exdégeno, o tem a finalidade de ser adicionado
em quantidade conhecida em todas as amostras clinicas utilizadas na

plataforma de diagndstico para padronizar as etapas pré-analiticas.

A finalidade deste controle interno € garantir que o0s resultados de
quantificacdo ndo sejam negativos ou subestimados devido a perdas ou erros
do processamento das amostras. Como controle interno foi utilizado o gene
GFP (Aequorea coerulescens), o qual a sequéncia foi adquirida

comercialmente da empresa ClonTech ® em um vetor (pEGFP-C1).
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Os iniciadores tiveram sua eficiéncia mensurada atraves de diluicdo seriada do
plasmideo na base 10 com a concentragdo de DNA variando em uma escala
de 1 ng/uL até 100 fg/uL. Andlises foram feitas como no item 5.3.1.

Apesar do desenvolvimento do teste esse ainda néo foi aplicado as amostras

clinicas analisadas na plataforma.

5.4.2. CONTROLE INTERNO ENDOGENO

Como objetivo se desenvolver um controle interno endégeno para as reacdes
da plataforma e compara-lo como o controle interno exdégeno, uma reacao foi
feita para detecgcdo do gene da -actina humana. Estes iniciadores tiveram
sua eficiencia mensurada como foi feito com 0s outros iniciadores no item
5.3.1.

5.5. TESTES TAQMAN®

5.5.1. TESTES TAQMAN® “two steps”

Testes TagMan® foram desenvolvidos para deteccdo de HHV-1/2 e para
deteccao de virus do género. As sondas foram desenhadas para se adequarem
aos iniciadores ja desenvolvidos para estes alvos, item 5.2.5.. Todas a reacdes

foram feitas com iniciadores na concentracdo de 400nM e sondas a 200nM.

As condicdes utilizadas para o Master Mix comercial (TagMan® PCR Master
Mix, Applied Biosystems) no presente trabalho foram as seguintes: ativacao
enzimatica a 50°C por 2min, desnaturacdo do DNA a 95°C por 10 min, seguido
de 45 ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min para amplificacdo e por fim

uma curva de dissociagdo com aquecimento de 65 °C até 95 °C.

Todas as gPCRs do presente trabalho foram feitas utilizando o termociclador
StepOne® da Applied Biosystems e os dados de deteccdo e quantificacdo
foram coletados e analisados pelo software StepOne® versdo 2.1 da Applied

Biosystems.
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5.5.2. TESTES TAQMAN® “one step”

Os iniciadores para a deteccao especifica dos flavivirus foram testados na
gPCR utilizando mix comercial na concentracdo 1X (RNA-to-Ct™ 1-Step Kit
Master Mix, Applied Biosystems), 1uM de cada iniciador e 360nM de cada
sonda e agua ultra pura para que juntamente com a amostra fosse obtido um
volume final de 25 ul. As concentracfes iniciadores e sondas foram usadas

tanto nas reagdes “singleplex” quanto nas em “multiplex”.

Os RNAs obtidos (1ul), descrito no item 5.2.2, foram utilizados rea¢cées com 0s
respectivos iniciadores. Todas as reagdes descritas neste estudo foram feitas
em duplicata e sempre utilizando um controle negativo no qual a amostra era

substituida por agua.

As condicdes utilizadas para o Master Mix comercial (RNA-to-Ct™ 1-Step Kit
Master Mix, Applied Biosystems) no presente trabalho foram as seguintes:
transcricdo reversa a 50°C por 2min, desnaturacdo do DNA a 95°C por 10 min

e por fim 45 ciclos de 95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min para amplificagcéo.

Todas as gPCR do presente trabalho foram feitas utilizando o termociclador
7500® da Applied Biosystems e os dados de deteccéo e quantificagdo foram
coletados e analisados pelo software 7500® versdo 2.0.6 da Applied

Biosystems.

Para os testes de eficiéncia dos iniciadores foram utilizados padrdes com
quantidades conhecidas de carga viral (cépias/mL) diluidos em agua na base
10 (10° até 10 cépias/mL) , estes padrdes foram estabelecidos pelo FDA para
uso mundial na quantificacdo de carga viral de flavivirus. Para os testes de
sensibilidade analitica estes padrdes foram diluidos em LCR mimético (10° até

107 cépias/mL), como descrito no item 5.3.4.
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5.5.3. EXTRACAO DE RNA POR MICROESFERERAS MAGNETICAS -
FLAVIVIRUS

Foram desenvolvidos ensaios para a purificacdo especifica de RNA dos
flavivirus alvo deste trabalho (DENVs 1-4, WNV, SLEV, YFV e JEV) utilizando
“oligoprobes”, complementares a sequencia genémica dos virus, ligadas a
microesferas magnéticas (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1, Invitrogen
USA). As oligoprobes para SLEV, YFV e JEV foram desenhadas apds estudo
da estrutura secundaria do RNA destes virus, para isso foi utilizado o servico
online “RNAfold web server” (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cqgi) . As

“oligoprobes” apresentam aproximadamente 70 bases e sao ligadas a biotina
na porcdo 5, a sequencia das sondas estdo descritas na tabela 8. As sondas
para extracdo de RNA de WNV e DENVs 1-4 foram desenhadas por Andriyan

Grinev, pos doutor do “Laboratory of emerging pathogens” no FDA, EUA.

Para a extracdo de RNA, 140ul de LCR mimético foram misturados com 500 pL
de tampao de lise (LB) e 3ul (10mg/mL) de microesferas ligadas as respectivas
“oligoprobes”, essa mistura foi homogeneizada por 3 min manualmente e
incubada no “termoblock” por 60 min (homogeneizando manualmente a cada
10 min). Posteriormente o aquecimento foi desligado e as amostras foram
mantidas por mais 30 min no bloco sendo homogeneizadas a cada 10 minutos.
Em seguida as amostras foram colocadas em uma rack magnética
(DynaMag™-2 , Invitrogen) em temperatura ambiente por 20 min, e foi
observado a precipitacdo das microesferas na lateral do tubo e o sobrenadante.
Novamente o precipitado foi homogeneizado com 500ul de LB e colocado na
rack magnética por 20 min, apds descarte do sobrenadante o mesmo foi feito
com o tampao de lavagem (WB). Descartado o WB as microesferas foram

homogeneizadas em 50ul de agua livre de RNAse.

5.6.AVALIACAO DA PLATAFORMA DE DIAGNOSTICO

Nessa etapa foi utilizada uma colecdo de amostras clinicas obtidas em

colaboracdo com o Dr. Roney Coimbra. As amostras foram provenientes do


http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
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Hospital Infantil Jodo Paulo II/FEHMIG (HIJPII), situado em Belo Horizonte -
MG. Essas amostras foram utilizadas apdés a submissédo e aprovagdo deste
projeto no Comité de Etica na Pesquisa do HIJPIl e no Comité de Etica em
Pesquisa — COEP da UFMG, sendo gue todos os pacientes ficaram cientes do
estudo e suas metodologias e assinaram um termo livre e esclarecido da
participacdo no estudo. Todas estas amostras de LCR obtidas no HIJPII eram
acompanhadas de dados do prontuario dos pacientes. As informacdes cito-
quimicos do LCR e o diagnostico da doenca estabelecido no hospital foram

coletadas.

Algumas amostras foram obtidas em colaboracdo com o Dr. Guilherme
Machado do hospital Risoleta Neves, Venda Nova, MG, provenientes de

pacientes com diagnostico ndo determinado de doenca grave no SNC.

Os critérios de processamento das amostras foram os estabelecidos no
desenvolvimento da plataforma, descrito no item 6.6.3.. Resumidamente, para
a deteccdo de HHV-1/2, HHV-3 e HHV-5 foi utilizado o LCR diluido 10x em
agua ultrapura e para FLAV, ENTV, e BACT 140ul de LCR foi destinado a

extracdo de RNA, posteriormente feito o cDNA e 1ul foi utilizado nas reagdes.

As reac6es foram feitas utilizando o Master Mix comercial (SYBR Green® PCR
Master Mix, Applied Biosystems) na concentracdo final de 1x, 200nM de
iniadores, 1 yL de amostra e aqua utra-pura na quantidade suficiente para 10
pL. Informagdes adicionais sobre as condicbes de reacdo encontram-se

detalhadas no item 5.2.5..

Os critérios avaliados para os resultados positivos foram: amplificacdo
especifica das replicas de controle positivo e auséncia de amplificacédo
especifica nas replicas de controle negativo (agua de injecdo). Foi considerada
amplificacdo especifica aquela com diferenca de até 3,0°C no Tm, para mais
ou para menos quando comparada ao controle positivo. As amostras foram
consideradas positivas quando houve amplificacdo especifica em uma das
replicas. As amostras foram consideradas negativas na auséncia de

amplificagdo ou quando apresentaram amplificacdo inespecifica nas replicas,
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ou seja, com diferenca de Tm acima de 3,0°C quando comparadas ao controle

positivo.

As amostras que tiveram resultados positivos para ENTV ou HHV-1/2 foram
testados também com o sistema TagMan®; as reacdes foram feitas com os

mesmos parametros do item 5.5..

As amostras também foram testadas com os testes “one step” TagMan para
identificacdo dos flavivirus, os ensaios de qPCR foram feitos como descrito no

item 5.5.2.
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6.1 PADRONIZACAO DA gPCR

6.1.1 TESTES DOS INICIADORES

Para a padronizagdo do gPCR inicialmente foram feitos os testes dos
iniciadores com a utilizagédo de mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix,
Applied Biosystems) na concentracdo recomendada pelo fabricante e os

iniciadores na concentracéo final de 200 nM.

A reacdo para testar os iniciadores de HHV-1/2 foi feita utilizando com a
amostra de 10 ng de DNA extraido de HHV-1 (EK). Com o emprego destes
iniciadores houve a amplificacdo de DNA (FIGURA 14 A) de forma especifica,
como pode ser observado pela curva de dissociagdo, com Tm de 82,3°C
(FIGURA 14B). Nao houve amplificacdo no controle negativo da reacéao feito

com agua.
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Figura 14: Teste dos iniciadores HHV-1/2 para padronizacdo da gqPCR. A) Curvas de
amplificacdo na escala logaritmica. Curva de amplificacdo para 10 ng de DNA extraido de
sobrenadante de células contendo HHV-1(C+) e o controle negativo utilizando &gua (C-). B)
Curva de dissociacdo. Curva de dissociacdo do produto amplificado, Tm do fragmento foi de
82,3°C.
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Empregando os iniciadores para deteccao de HHV-3 foi amplificado DNA deste
virus de forma especifica (FIGURA 15A), apresentando uma Tm de 80,4°C
(FIGURA15 B).
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Figura 15: Teste dos iniciadores HHV-3 para padronizacdo da gPCR. A) Curva de
amplificacdo na escala logaritmica para 10 ng de DNA de uma amostra de HHV-3(C+) e o
controle negativo utilizando &gua (C-). B) Curva de dissociacdo do DNA amplificado. Tm do
fragmento do DNA foi de 80,4°C.

Com os iniciadores para deteccdo de virus do género Enterovirus (ENTV) foi
amplificado o DNA a partir do cDNA (1pl) obtido por transcricdo reversa de
RNA extraido de poliovirus (FIGURA 16A). O fragmento de DNA amplificado
apresentou Tm de 80,0°C (FIGURA 16B).
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Figura 16: Teste dos iniciadores ENTV para padronizacdo da qPCR. A) Curva de
amplificacdo em escala logaritmica utilizandolpul cDNA de Poliovrus (C+) e o controle negativo
utilizando agua (C-). B)Curva de dissociacdo do produto amplificado. Tm do fragmento de DNA
foi de 84,0°C.

Assim como 0s outros iniciadores, os desenhados para deteccdo de virus do
género Flavivirus quando empregados foi amplificado DNA especifico a partir
do cDNA de YFV (FIGURA 17A) com um Tm= 82,5°C (FIGURA 17 B).
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Figura 17: Teste dos iniciadores FLAV para YFV para padronizacdo da qPCR. A) Curvas
de amplificacdo na escala logaritmica para 1ul cDNA de YFV (C+) e o controle negativo
utilizando &gua (C-). B) Curva de dissociagdo do DNA amplificado. Tm do fragmento foi de
82,5°C.

Os iniciadores de FLAV também foram testados com cDNA de DENVs 1, 2,3 e
4, e foi possivel observar a amplificagdo de material genético viral, de forma

especifica, em todos os testes. Os fragmentos de DNA DENV 1, DENV 2 e
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DENV 4 apresentaram a mesma Tm: 81,4°C. o Tm para DENV 3 foi de 79,1°C
(FIGURA 18).
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Figura 18: Teste dos iniciadores FLAV para DENV para padronizacdo da qPCR. A) Curvas
de amplificagcdo na escala logaritmica para 1l cDNA de DENV1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4 e
0 controle negativo utilizando &gua (C-). B) Curva de dissociacdo do DNA amplificado. Tm dos
fragmentos de DENV 1, DENV 2 e DENV4 foi de 81,4°C. Tm do fragmento de DENV 3 foi de

79,1°C.

Com o objetivo de verificar se os fragmentos de DNA amplificados
apresentavam os tamanhos esperados, estes foram coletados apos os qPCRs
e submetidos a fracionamento em gel de agarose 1%. Todos os fragmentos de

DNA amplificados apresentaram o tamanho esperado (FIGURA 19).
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Figura 19: Eletroforese de produtos da gqPCR obtidos a partir das reacbes para
padronizacdo da gPCR. Apés a gPCR com iniciadores para HHV-1/2, HHV-3, ENTV, FLAV e
BACT os DNAs amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, todos os

fragmentos de DNA apresentaram o tamanho molecular esperado. Ladder 100pb: padréo de

tamanho molecular.
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6.1.2 OBTENCAO DE PLASMIDEOS CONTROLES

Apés a eletroforese (FIGURA 19) as bandas referentes aos produtos de PCR
(HHV-1/2, HHV-3, ENTV, FLAV e BACT) foram extraidas do gel e purificadas.
O DNA purificado de cada banda foi inserido no vetor pGEM-T, e empregado

no processo de transformacao de E. coli para cada fragmento separadamente.

A triagem das colbnias foi feita por PCR com iniciadores especificos e 0 DNA
plasmidial extraido apresentou concentracdes de 144,0 ng/uL (HHV-1), 98,8
ng/uL (HHV-3), 230,1 ng/uL (poliovirus), 157,2 ng/uL (YFV) e 89,3 ng/pL
(BACT). Este material foi utilizado no sequenciamento e as sequéncias
nucleotidicas obtidas apresentaram alta similaridade com as amostras
utilizadas como prototipos, presentes GenBank (FIGURA 20). Somente o
produto clonado obtido a partir de YFV apresentou substituices nucleotidicas
(3 no total), ndo comprometendo no entanto, sua utilizagdo em testes

posteriores.
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A

KF495959_Human_h6rpesvirus_1 GCRRARACARA CTGCGCGTTT ATCARCCGCAR CCTCCAGGGC CCTGGTCGAC CTGCTGTTTT
KF781518 Human herpesSvirls 2 .. .. ....in tiniiiiinn teenaannas sammcnmncan taaacaeaae aeaeaaaaan
Flzsmilslsy MY =1/Z === ccccoscccs sscccoscoc cosccoosos cosscoccos cosccoccss Soooooccos

B

JX9491S1_Yellow_fever_vj_rus_5traj_n_l7D AGGGAAGCCG TGCCATATGG TATATGTGGC TGGGAGCGCG GTATCTTGAG TTTGAGGCCC
Elaswiless We W 17 =00 scoosccosc cccooccosc occosIcocc SIccoSooCC S5CCOCGSISE 20SSSCOSoo

J'X9491El_Yellow_fever_virus_straj:n_l?D TGGGATTCCT GAATGAGGAC CATTGGGCTT CCAGGGRAAR CTCAGGAGGA GGAGTGGRAG
Plasmideo YF V. 17D i e eeeaeas eeaaaeeas meeaeaaaee teeeaseaas aeaeaeaaans

JX9491EliYellowifeverivirusistram717D GCATTGGCTT ACAATACCTA GGATATGTGA TCAGAGACCT GGCTGCAATG GATGGTGGTG
Elagmigss We W 170 =000 scoosccosc cccooccosc occosscocc SIcCo5oSCC S5CCOCOSISE 20SSSCOSoo

JX9491S1_Yellow_fever_vj_rus_5traj_n_l7D GATTCTACGC GGATGACACC GCTGGATGGG ACAC
Plasmideo YF ¥V 17D ......... Teeeiiaan o C..Coot ...
GU2363097Hu1nan7poliovj_m571 ATARGAATCC TCCGGCCCCT GAATGCGGCT AATCCCAACC TCGGGGCAGG TGGTCACRAA

Ellaswile=® POlliewhliEed I cocosccoos cocoocccss occcoscoos SoccosIocc SSCCo0SSSc SoSccocoos

GU2363DQ_Human_poliovirus_l CCAGTGATTG GCCTGTCGTA ACGCGCAAGT CCG
Ellsswble=® PRIzt s I coocscooos cocsoocoss sccoomoccos soc

D

Plasmideo HHV_3 BAAC CCG GCC ATC CCA GAC GGC ATG GCC CGT CTA TTC CAT TCA GCA ATG
KM355717 Human herpesvirus 3

Plasmideo HHV 3 GRR RC

EM355717 Human herpesvirus 3 ... ..

E

KMl923027Hmnan7herpesviru575 CGATCCTTCA TCGCGTTTGC CGTGCAGCAG GGCCARACAG ATGGTGGGCA CCATCAAACT
Elasuslels® GENE = ccoooccosc cocooccooc sccosccccc ooccoooscc Soccocoscc soccccosac

KM192302_Human_herpesvirus_5 CRAGGGCGGT R
Plasmideo HHVS  .......... -

Figura 20: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos plasmideos controle.
Alinhamentos de sequencias nucleotidicas e o valor de identidade das sequencias dos
plasmideos controle com amostras do Genbank. A) HHV-1/2.- 100% B) YFV - 98% C) ENTV-
100% D) HHV-3-100% E) HHV-5 — 100% Os alinhamentos foram feitos utilizando-se o
programa MEGA 4.

6.1.3TESTE DE EFICIENCIA DOS INICIADORES

Para se determinar a eficiéncia de cada iniciador selecionado para a plataforma
foi construida uma curva padrédo para cada alvo, utilizando como padrdo os

respectivos plasmideos controles.

A curva para testar a eficiéncia dos iniciadores foi feita com as diluicdes
seriadas do plasmideo controle que variaram de 1ng a 100fg. O resultado

obtido para HHV-1/2 pode ser observado na FIGURA 21. A curva apresenta
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cinco pontos alinhados e coeficiente de linearidade (R?) igual a 0,992, com
eficiéncia de aproximadamente 114%. N&o foi observada amplificacdo no

controle negativo.
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Figura 21: Teste de eficiéncia dos iniciadores HHV-1/2 na plataforma de gPCR. A) Curvas
de amplificacdo na escala logaritmica para plasmideo HHV 1diluido na base, 1,0ng a 100fg. B)
Curva padréo. DiluicBes seriadas do plasmideo controle na base 10, variando de 1,0ng a 100fg

com eficiéncia de 114%. C) Dilui¢des utilizadas para fazer a curva padréo.

O resultado obtido da curva padrao feita para testar a eficiéncia dos iniciadores
de HHV-3 pode ser observado na FIGURA 22. A curva apresenta cinco pontos
alinhados e coeficiente de linearidade (R?) igual a 0,993, com eficiéncia de

113%. Néo foi observada amplificacdo de DNA no controle negativo.
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Figura 22: Teste de eficiéncia dos iniciadores HHV-3 na plataforma de gPCR. A) Curvas de
amplificacédo na escala logaritmica para plasmideo HHV-3 diluido na base 10, 1,0ng a 100fg B)
Curva padrao com diluicdes seriadas do plasmideo controle na base 10, variando de 1,0ng a

100fg com eficiéncia de 113%. C) Dilui¢Bes utilizadas para fazer a curva padrao.

A curva padréo feita para testar a eficiéncia dos iniciadores de ENTV esta
demonstrada na FIGURA 23. A curva apresenta cinco pontos alinhados e
coeficiente de linearidade (R?) igual a 0,972, com eficiéncia de 110%. N&o foi

observada amplificacdo de DNA no controle negativo.
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Figura 23: Teste de eficiéncia dos iniciadores ENTV na plataforma qPCR. A) Curvas de

amplificacdo na escala logaritmica para plasmideo poliovirus diluido na base 10, 1,0ng a 100fg
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B) Curva padrdo com diluicdes seriadas do plasmideo controle na base 10, variando de 1,0ng

a 100fg com eficiéncia de 110%. C) Diluicdes utilizadas para fazer a curva padréao.

A curva padrdo de FLAV pode ser observada na FIGURA 24. A curva
apresenta cinco pontos alinhados e coeficiente de linearidade (R?) igual a
0,987, com eficiéncia de 92,0%. Nao foi observada amplificacdo de DNA no

controle negativo.
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Figura 24: Teste de eficiéncia dos iniciadores FLAV na plataforma qPCR. A) Curvas de
amplificagdo na escala logaritmica para plasmideo YFV diluido na base 10, 1,0ng a 100fg B)
Curva padrao com diluicdes seriadas do plasmideo controle na base 10, variando de 1,0ng a

100fg com eficiéncia de 92%. C) Dilui¢Bes utilizadas para fazer a curva padréo.

6.1.4. PADRONIZACAO DA CONCENTRACAO DE INICIADORES

Com o objetivo de padronizar as concentragcdes dos iniciadores nos testes
identificando os de melhor desempenho na deteccdo de padrbes que
mimetizam o LCR, diferentes concentracdes dos iniciadores foram utilizadas
em reaces para detectar padrdes com 10°pfu/mL HHV-1, 10%pfu/mL poliovirus
e 10%pfu/mL YFV. Foi utilizado &gua ultrapura em todos os controles negativos.

Como todas as reacdes descritas utilizando SYBR estes testes também foram
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feitos Master Mix comercial (SYBR Green® PCR Master Mix, Applied
Biosystems).

As concentracdes utilizadas de iniciadores neste teste foram as de 200nM,
400nM, 600nM e 800nM. Para todas as reagbes com os iniciadores de HHV-
1/2, ENT e FLAV a concentracdo de 200nM foi a mais eficiente. Nesta
concentracdo ndo houve perda da sensibilidade nas reacdes e foi observado
um menor numero de reacgles inespecificas no controle negativo quando

comparado com as outras condigdes.

Os testes feitos com os iniciadores de HHV-1/2, estdo representados na
FIGURA 25. A concentragao de 200nM apresentou a mesma sensibilidade que
as reacdes com concentracdes superiores, sendo capaz de detectar o padrao
utilizado no ct 28. Assim esta concentracdo sera adotada nos préximos testes

deste trabalho.
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Figura 25: Padronizagdo da concentracdo dos iniciadores HHV-1/2 na plataforma qPCR.

Curvas de amplificagdo em escala logaritmica.padrdo com 103pfu/mL HHV-1 e controle

negativo empregando diferentes concentracdes de cada iniciadore A) 200 nM B) 400 nM C)
600 nM D) 800 nM E) Gréfico da variagdo do Ct.

Os iniciadores para ENTV também apresentaram a mesma sensibilidade que

as reacdes com concentracdes superiores, sendo capaz de detectar o padrao

utilizado no ct 25. Assim esta concentracdo sera adotada nos préximos testes

deste trabalho.quando utilizados na concentragdo de 200nM nas gPCRs

(FIGURA 26).




91

ct ( cycle threshold)

200nM

Ampfication Piot

B R, NN
o w o 9,]
1

w
1

C+

x % @

B
100
0
1
01
C- 5 001
00011
00001 4
0.00001 ¢
¥ R ¥ » » 0 )
D 100
10
1
01
g o0
C- 0001
00001
0.00001
0000001

400nM
Ampification Piot

C+ /’//

/'/ c-

:\1“-}“ & E B AN B
800nM
C+
C-

o

25 25 25 25

200pM

400pM

800uM

Figura 26: Padronizagcao da concentracdo dos iniciadores ENTV na plataforma qPCR.

Curvas de amplificacido em escala logaritmica.padrdo com 10° pfu/mL poliovirus e controle

negativo empregando diferentes concentracdes de cada iniciadore A) 200 nM B) 400 nM C)
600 nM D) 800 nM E) Gréfico da variagdo do Ct.

Assim como para os outros iniciadores o de FLAV na concentracdo de 200nM

apresentou a mesma sensibilidade que as reacdes com concentracdes

superiores, sendo capaz de detectar o padrao utilizado no ct 26. Assim esta

concentracdo sera adotada nos proximos testes deste trabalho. nas qPCRs

(FIGURA 27).
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Figura 27: Padronizagcdo da concentracdo dos iniciadores FLAV na plataforma qPCR.
Curvas de amplificagdo em escala logaritmica.padrdo com 10° pfu/mL YFV e controle negativo
empregando diferentes concentragdes de cada iniciadore A) 200 nM B) 400 nM C) 600 nM D)
800 nM E) Gréfico da variacao do Ct.

6.2. SELECAO DE METODO PARA O PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
DE LCR

Este teste teve o0 objetivo de selecionar o método de processamento da
amostra (LCR) mais eficiente para o diagnostico por gPCR. Para isso foram
construidos padrbes que mimetizam o LCR e nesta matriz foram
acrescentadas quantidades conhecidas de particulas virais de HHV-1,
poliovirus e YFV. Nestes testes o HHV-1 representou os virus da familia
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Herpesviridae, os poliovirus representam os virus do género Enterovirus e o
YFV representa os virus do género Flavivirus. As concentracfes de particula
viral infecciosas acrescentadas no “LCR mimético” variaram de 10° pfu/mL a
1pfu/mL.

6.2.1 VIRUS DE DNA — HHV-1

Foi feita uma diluicdo da amostra de 10 ou 100 vezes em agua ultrapura, ou foi
feita a extracdo de DNA, pelo método do fenol-cloroféormio-alcool isoamilico, os
produtos foram utilizados com amostra em gPCR com iniciadores HHV-1/2
(200nM). O “LCR mimético” com 10°pfu/mL foi o Gnico ponto detectado apés o
processamento com os diferentes métodos.

A diluicdo do LCR mimético 10 vezes em agua e a extracdo de DNA foram
igualmente eficientes (deteccdo ct 26), porém a diluicdo das amostras 100
vezes em agua foi menos eficiente gerando um sinal na deteccéo 256 vezes
menor (FIGURA 28). Desta forma o método de diluicdo 10x em agua foi o

selecionado para os testes seguintes.

A
40 300 -

34 256 256
250 -

35

30 -

]
=
S

25 +
20 150 +

15 ~

ct (cycle threshold)
=
(=]
o

10 +

Quantidade relativa de DNA

%
=]

5

1

0 T 1 0 T T 1
DNA extraido LCR mimético 1/10 LCR mimético 1/100 DNA extraido LCR mimético 1/10 LCR mimético 1/100

Figura 28: Processamento LCR contendo virus de DNA para emprego na plataforma de
gPCR. LCR mimético com 106pfu/mL de HHV-1 foi processado por extracdo ou dilui¢éo.
A) Ct deteccdo das amostras. B) Quantidade relativa de DNA calculado baseado no Ct de

deteccéo
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6.2.3 VIRUS DE RNA - Poliovirus

Foram empregados dois métodos de extracdo de RNA para os testes de
deteccado de poliovirus: com o Kit QlAamp Viral® e com Trizol®. Em seguida,
este material foi submetido a transcricdo reversa e entéo foi feita a g°PCR com
os iniciadores ENTV (200nM). O “LCR mimético” com 10° pfu/mL foi o Gnico
ponto detectado apds o processamento.

A extracao utilizando o Kit QIAamp Viral® (deteccéo ct 24) foi mais eficiente
gerando um sinal na deteccdo 512 vezes maior que a amostra extraida com
Trizol® (FIGURA 29)
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1

Trizol® QlAamp Viral® Trizol® QlAamp Viral®

Figura 29: Processamento LCR contendo virus de DNA para emprego na plataforma de
gPCR. LCR mimético com 106pfu/mL de poiovirus foi processado por extragdo com Trizol ou o
kit QlAamp Viral. A) Ct deteccdo das amostras. B) Quantidade relativa de DNA calculado
baseado no Ct de deteccédo

6.3 ALGORITIMO PARA PROCESSAMENTO DA AMOSTRA LCR PARA
PLATAFORMA DE gPCR

Baseado nos resultados obtidos foi formulado um algoritmo de como processar
as amostras de LCR no laboratério para o diagndstico viral baseado em qPCR
(FIGURA 30).
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PCR Transcri¢gao Reversa
HHV 1/2, HHV 3 e HHV5 M-MMLV Promega®

PCR ENTV e FLAV

Figura 30: Algoritmo para processamento de LCR. Baseado nos resultados dos testes
apresentados previamente, foi formulado um algoritmo para processamento dos LCR na

plataforma de qPCR.

6.4. TESTE DE SENSIBILIDADE ANALITICA

Para determinar da sensibilidade analitica das reacbes da gPCR, foram
utilizados os padrées que mimetizam o LCR com gquantidades conhecidas de
particulas virais de HHV-1, poliovirus e YFV, sendo que estas quantidades

variaram de 10° pfu/mL a 1pfu/mL.

Para determinar a menor quantidade viral que a reacdo para HHV-1/2 é capaz
de detectar, cada padrdao foi diluido 10 vezes em &agua ultrapura e estas
amostras utilizadas na gPCR com iniciadores para HHV-1/2. Foi possivel
detectar até 10° pfu/mL de HHV-1 (FIGURA 31).
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Figura 31: Teste de sensibilidade analitica HHV-1/2 na plataforma gqPCR. A) Curvas de
amplificacdo na escala logaritmica LCR mimético contendo de 1 a 10° pfu/mL B) Quantidade de
particulas virais presente em cada amostra e a area demarcada em rosa mostra as

quantidades de virus que foram detectadas.

Da mesma forma que para a reagdo de HHV-1/2 foi feito o teste de
sensibilidade analitica para a qPCR para ENTV, sendo que neste teste foi
empregado poliovirus como representante deste género. A reacao para ENTV

foi mais sensivel que a para HHV-1/2, sendo capaz detectar até 102 pfu/mL,

como demonstrado na FIGURA 32.
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Figura 32: Teste de sensibilidade analitica ENTV na plataforma gPCR. A) Curvas de
amplificacéo na escala logaritmica LCR mimético contendo de 1 a 10° pfu/mL B) Quantidade de
particulas virais presente em cada amostra e a area demarcada em rosa mostra as

guantidades de virus que foram detectadas.
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Para se obter a sensibilidade da reacao para FLAV foi mensurado neste teste a
capacidade desta reagcdo em detectar YFV. Esta reacdo apresentou uma
sensibilidade igual a observada nos testes envolvendo ENTV, sendo capaz
detectar até 102 pfu/mL (FIGURA 33).
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Figura 33: Teste de sensibilidade analitica FLAV na plataforma gqPCR. A) Curvas de
amplificacéo na escala logaritmica LCR mimético contendo de 1 a 10° pfu/mL B) Quantidade de
particulas virais presente em cada amostra e a area demarcada em rosa mostra as

quantidades de virus que foram detectadas.

6.5. TESTE DE ESPECIFICIDADE ANALITICA

Os testes de especificidade foram feitos para avaliar a capacidade dos
iniciadores de amplificar apenas o fragmento de DNA do alvo, mesmo na
presenca de outras amostras de acidos nucléicos. Os iniciadores alvos da
plataforma (HHV-1/2; HHV-3, HHV-5; FLAV; ENTV) foram utilizados em
reacdes onde a amostra foi material genético de todos os virus da plataforma
(HHVs= DNA; YFV e poliovirus=cDNA) e genoma humano. Na figura 34 pode
ser observado que ndo houve amplificagcbes inespecificas. Somente foi
observada a amplificagdo do alvo correspondente aos iniciadores. Algumas
amplificagbes tardias, como ct maior que 36, aconteceram mas estas
ocorreram provavelmente devido a formagdo de dimeros de iniciadores, fato
corroborado pela observacdo de Tm distintas das observadas nas reacbes

onde o alvo especifico foi adicionado.
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Figura 34: Testes de especificidade analitica na plataforma gPCR. A) Curvas de

amplificacdo em escala logaritmica e curvas de dissociacdo para a reacdo de HHV-1/2.
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Amplificacdo do controle positivo C(+) e auséncia de amplificacdo do controle negativo e das
amostras de HHV-3; YFV; poliovirus; genoma Humano. B) Amplificacdo de HHV-3 e auséncia
de amplificacdo do controle negativo e das amostras de HHV-1; YFV; poliovirus; genoma
Humano. C) Amplificacdo de ENTV e auséncia de amplificacdo do controle negativo e das
amostras de HHV-1; YFV; HHV-3; genoma Humano. D) Amplificacdo de FLAV e auséncia de
amplificagcdo do controle negativo e das amostras de HHV-1; poliovirus; HHV-3; genoma
Humano

6.6 REPETIBILIDADE
Para analisar se as reac0es desenvolvidas para a plataforma eram capazes de

se repetir, foi realizado o teste de repetibilidade.

Apds se analisar a 21 reac0es, feitas nas mesmas condic¢des, para deteccao de
HHV-1/2 em um padrao contendo 102 pfu/mL de HHV-1, foi observado que este
padrdo apresentou uma pequena variacdo no Ct de deteccdo nas diferentes
réplicas, a média dos 21 Cts foi 29,5, o desvio padréo entre os valores dos Cts
foi de 1,8 e o coeficiente de variagdo entre as réplicas foi de 6,1% (FIGURA
35).
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Figura 35: Anélise de repetibilidade com iniciadores para HHV-1/2 da plataforma qPCR.
A) Tabela representando os valores dos Cts, a média, desvio padrdo e o coeficiente de

variacdo das 21 réplicas feitas no ensaio com o padrdo 10°pfu/mL particulas de HHV-1. B)
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Graéfico representando valor do Ct de cada réplica e o desvio padrdo da cada amostra. C)

Curva de amplificagdo das 21 réplicas do ensaio.

Nos testes com iniciadores para deteccdo de virus do género Enterovirus o Ct
meédio de deteccdo de um padrao contendo 102 pfu/mL de poliovirus foi 33,9, o
desvio padréo entre estes Cts foi 1,0 e o coeficiente de variacéo foi 3.0%, como
representado na FIGURA 36.
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Figura 36: Andlise de repetibilidade com iniciadores para ENTV da plataforma qPCR. A)
Tabela representando os valor do Ct, a média, desvio padrdo e o coeficiente de variacdo das
21 réplicas feitas no ensaio com o padrdo 102pfu/mL particulas de Poliovirus B) Gréfico
representando valor do Ct de cada réplica e o desvio padrao da cada amostra. C) Curva de

amplificagéo das 21 réplicas do ensaio.

Da mesma forma que as duas reacoes testadas anteriormente, as reacdes com
iniciadores para deteccdo de virus do género Flavivirus apresentaram media

dos Cts para detec¢cédo de um padrdo com 10?%pfu/mL de YVF foi de 32,6, o
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desvio padrdo entre os Cts foi de 1,7 e o coeficiente de variacao foi de 5,4
(FIGURA 37).
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Figura 37: Anélise de repetibilidade com iniciadores para FLAV da plataforma qPCR. A)
Tabela representando os valor do Ct, a média, desvio padréo e o coeficiente de variagdo das
21 réplicas feitas no ensaio com o padrdo 102pfu/mL particulas de Poliovirus B) Gréfico
representando valor do Ct de cada réplica e o desvio padrdo da cada amostra. C) Curva de
amplificacéo das 21 réplicas do ensaio.

6.7 REPRODUTIBILIDADE

Com intuito de verificar se as reacOes desenvolvidas eram capazes de
reproduzir em diferentes condi¢des, foi realizado um teste de reprodutibilidade.
Neste teste padrées com carga viral conhecida foram submetidos ao mesmo

teste, porém feitos por analistas diferentes e equipamentos diferentes.

As reacdes para deteccdo de HHV-1 foram testadas com o padrdo contendo

103 pfu/mL de HHV-1; apresentaram a média do Cts nos testes em diferentes
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condicbes de 28,9, o desvio padrao entre Cts foi de 1,3 e coeficiente de
variacéo 4,6% (FIGURA 38).
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Figura 38: Andlise de reprodutibilidade com iniciadores para HHV-1/2 da plataforma
gPCR. A) Tabela representando os valor do Ct, a média, desvio padrdo e o coeficiente de
variagdo das 8 réplicas feitas no ensaio com o padrao 103 pfu/mL particulas de HHV-1.B)

Graéfico representando valor do Ct de cada teste e o desvio padrédo da cada amostra.

As reacOes para deteccdo de virus do género Enterovirus, quando utilizadas
para detectar 102 pfu/mL de poliovirus em diferentes condi¢cdes apresentaram
um Ct médio 33,3, os desvio padrao destes valores foi de 0,6 e o coeficiente de
variacéo 1,8% (FIGURA 39)
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Figura 39: Andlise de reprodutibilidade com iniciadores para ENTV da plataforma qPCR.

A) Tabela representando os valor do Ct, a média, desvio padrao e o coeficiente de variagao
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das 8 réplicas feitas no ensaio com o padrdo 10°pfu/mL particulas de Poliovirus B) Grafico

representando valor do Ct de cada teste e o desvio padrao da cada amostra.

As reagfes para deteccao de virus do género Flavivirus apresentaram no teste
de reprodutibilidade um Ct médio de 33,3, o desvio padréo entre estes Cts foi
de 0.8 e coeficiente de variagédo 2,4% (FIGURA 40).
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Figura 40: Analise de reprodutibilidade com iniciadores para FLAV da plataforma gqPCR.
A) Tabela representando os valor do Ct, a média, desvio padrdo e o coeficiente de variagao
das 8 réplicas feitas no ensaio com o padrio 10°pfu/mL particulas de YFV. B) Grafico

representando valor do Ct de cada teste e o0 desvio padrdo da cada amostra.

6.8. CONTROLES INTERNOS

Foram desenvolvidas também reacfes para controles internos enddgenos e
exdgenos a serem utilizados na plataforma. A deteccdo destes controles nas
reacfes tem o objetivo de validar etapas pré-analiticas, como por exemplo

extracdo de RNA e sintese de cDNA.

6.8.1 ENDOGENO
Como controle interno endégeno foi selecionado o gene da beta actina
humana. Sendo que os iniciadores foram eficientes (93%) e especificos, sendo

capazes de amplificar um unico fragmento (FIGURA 41 E FIGURA 19). O teste
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de eficiéncia foi feito por diluicdo seriada, base 10, de um plasmideo com um

fragmento do gene da beta actina humana.

; Ampiification Piot B
A ' = s e
‘ i\
01 ;
& 0014 b= f \
g [
0001 s 4 |
‘1
0.0001 /
~f
900001 L X 2 x % X ] » » » &
Cycle
c Standard Curve D
2
.
) '-._»
-
T 1 100pg 10 1 100
S ng/uL  /uL pg/pL  pg/pL  fg/uL
Tarqet: b actin Slope; -3.5 Y-Inter: 23.447 g2 0.999 Eff: 93,066

Figura 41: Reagado controle interno enddgeno da plataforma de qPCR empregando o
plasmideo contendo o gene da beta actina . A) Curvas de amplificacdo na escala logaritmica
empregando o plasmideo diluido na base 10, de 1,0ng a 100 fg. B) Curva de dissociagdo das
diluicdes do plasmideo, Tm 80,3°C.C) Curva padrdo empregando diluicdes seriadas do
plasmideo controle na base 10, variando de 1,0ng a 100 fg. A eficiéncia foi de de 93%. D)

Diluices utilizadas nas reacdes para construcdo da curva padrao.

6.8.2.CONTROLE EXOGENO

Um plasmideo comercial clonado com o gene “green fluorescent protein” (GFP)
foi escolhido como controle interno exdégeno a ser utilizado na plataforma de
gPCR. Os iniciadores desenhados para deteccdo deste gene apresentaram
uma eficiéncia de 107% e amplificaram apenas um fragmento de DNA
especifico, o qual apresentou uma Tm de 82,7°C. O ensaio foi capaz de
detectar quantidades do plasmideo alvo iguais ou superiores a 10pg (FIGURA

42).
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Figura 42: Reacdo controle interno exdégeno da plataforma de gPCR empregando o
plasmideo contendo o gene “green fluorescent protein” (GFP). A) Curvas de amplificacao
na escala logaritmica empregando o plasmideo diluido na base 10, de 1,0ng a 100 fg. B) Curva
de dissociacao das dilui¢des do plasmideo, Tm 82,7°C.C) Curva padrdo empregando diluicdes
seriadas do plasmideo controle na base 10, variando de 1,0ng a 100 fg. A eficiéncia foi de de

107%. D) Dilui¢des utilizadas nas reac¢des para constru¢éo da curva padréo.

6.9. DESENVOLVIMENTO DE TESTES TAQMAN®

Nesta etapa o objetivo foi de fazer uma comparacdo entres os testes ja
desenvolvidos na plataforma (SYBR®) e testes com outro sistema de deteccéo
também amplamente utilizado em qPCR: o sistema TagMan®. Para isso foram
desenvolvidos dois testes (HHV-1/2 e Enterovirus) empregando o sistema
TagMan®, o qual utiliza sondas para emissédo de fluorescéncia. Este sistema
aumenta a especificidade pois para se observar a emissédo de fluorescéncia a
partir da amplificacdo de fragmentos de acido nucleico é obrigatéria a ligacéo
da sonda. As sondas foram baseadas em sequencias da literatura ou

desenhadas utilizando o software Primer Express® v3.0, como descrito no item
5.2.1., (TABELA 4).
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Tabela 4: Descricdo das sondas utilizadas nos testes com sistema TagMan® e a
fluorescéncia utilizada

Sonda Sequéncia Fluorescéncia Referéncia
-5 -3" Dierssen
HHV 1/2 P FAM-5"-CAACCGCACCTCCAGGGCCC-3 FAM
et al, 2008
FAM-5"-CCGGCCCCTGAATCGGCTAAT-3" Oliveira, D, B
ENTV P FAM

( Danos ndo publicados)

Os padr6es de LCR mimético contaminados com virus que foram utilizados nos
testes de sensibilidade no sistema SYBR®, foram também utilizados para
testar a sensibilidade do sistema TagMan® para HHV-1/2 e enterovirus. Assim
como o teste com o sistema SYBR® o teste TagMan® para HHV-1/2 foi capaz
de detectar 10° pfu/mL (FIGURA 43)
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Figura 43: Teste de sensibilidade analitica TagMan® HHV-1/2 na plataforma qPCR . A)
Curvas de amplificagdo na escala logaritmica LCR mimético contendo de 1 a 10° pfu/mL B)
Quantidade de particulas virais presente em cada amostra e a area demarcada em rosa mostra

as quantidades de virus que foram detectadas.

O teste TagMan® para detec¢cdo de virus do género Enterovirus também foi
muito sensivel, assim como no sistema SYBR®. O teste foi capaz de detectar
100 pfu/mL (FIGURA 44)
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Figura 44: Teste de sensibilidade analitica TagMan® ENTV na plataforma qPCR. A)
Curvas de amplificagdo na escala logaritmica LCR mimético contendo de 1 a 10° pfu/mL B)
Quantidade de particulas virais presente em cada amostra e a area demarcada em rosa mostra

as quantidades de virus que foram detectadas.

6.9.1 COMPARACAO DOS TESTES SYBR® E TAQMAN®

Os testes de sensibilidade analitica do sistema TagMan® e SYBR® foram
capazes de detectar as mesmas quantidades de virus, porem foi feito também
uma analise para comparar em que Ct cada um dos testes foi capaz de
detectar os padrdes com diferentes quantidades de HHV-1. Os padrbes com
diferentes quantidades de virus foram detectados em média 2,4 Ct de
antecedéncia com SYBR® do que com Tagman®, isso € equivalente a uma
diferenca média no sinal de deteccdo de aproximadamente 5 vezes (FIGURA
45).
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Figura 45: ComparacdoTagMan® vs SYBR® HHV-1/2. Ct no qual cada ponto dos padrdes
com quantidades conhecidas de HHV-1 (106 pfu/mL — 10° pfu/mL) foram detectados no sistema
TagMan® e no sistema SYBR®.

O mesmo foi observado para o teste de deteccdo dos virus do género
Enterovirus, onde a diferenca do sinal foi mais acentuada sendo em média 500
vezes maior no sistema SYBR® (FIGURA 46).



109

35 -

N
wn
1

E TagMan®
kd SYBR®

Ct (cycle threshold)
N
o

=
v
1

10

1006 pfu/mL  10~5 pfu/mL 1074 pfu/mL 107 3pfu/mL 10n2 pfu/mL

Figura 46: Comparacdo TagMan® vs SYBR® ENTV. Ct no qual cada ponto dos padrdes com
quantidades conhecidas de Poliovirus (10° pfu/mL — 10° pfu/mL) foram detectados no sistema
TagMan® e no sistema SYBR®.

6.10. DESENVOLVIMENTO DE TESTES PARA IDENTIFICACAO DE
FLAVIVIRUS

6.10.1 TESTES PARA DETECCAO DE FLAVIVIRUS POR gPCR -
TAQMAN® “ONE STEP”

Com o objetivo de desenvolver testes especificos capazes de identificar os
principais virus do género Flavivirus de importancia médica, foram feitos
ensaios TagMan® “one step” para detecgdo de DENV-1, DENV-2, DENV-3,
DENV-4, WNV, SLEV, JEV e YFV. Estes ensaios foram desenvolvidos no
periodo de estagio sanduiche no Food and Drug Administration no EUA (FDA)

sob a supervisédo da Dra. Maria Rios.

Todos os conjuntos de iniciadores e sondas desenhados tiveram sua eficiéncia
mensurada através da construcdo de curvas padrdes utilizando padrdes virais
diluidos de forma seriada e apresentaram eficiéncia entre 90% e 100%, valores
adequados para ensaios baseados em qPCR (TABELA 5).
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Tabela 5: Eficiéncia dos ensaios para deteccdo de WNV, SLEV, YFV e JEV por qPCR

Alvo Eficiéncia

WNV 98,4%

SLEV 94,6%
YFV 96,6%
JEV 97,5%

Para mensurar a sensibilidade analitica dos ensaios, padrdes virais foram
adicionados em LCR mimético e diluidos de forma seriada, variando de 10° &
10%cépias/mL. As amostras foram testados separadamente (FIGURA 47)
(TABELA 6) e em “multiplex” (FIGURA 48) (TABELA 7).

Quando testados separadamente 0s ensaios apresentaram diferentes
sensibilidades analiticas. Os ensaios para DENV 1-4 foram capazes de
detectar até 10% copias/mL; os ensaios para WNV e SLEV detectaram até 10°
copias/mL; o ensaio para deteccdo de JEV até 10” cépias/mL e; o para YFV foi
capaz de detectar até 10° copias/mL. Os valores dos Cts de amplificacéo de
cada padrao estdo descritos nas tabela 5 (DENVs 1-4) e tabela 6 (JEV, SLEV,
WNV e YFV). As curvas de amplificacdo do ensaio em “singleplex” estdo na
figura 47 : JEV; SLEV; WNV; YFV; DENVs 1-4
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Figura 47: Teste de sensibilidade analitica para os ensaios “singleplex” para detecgao de
JEV, SLEV, WNV, YFV e DENVs 1-4 por gPCR. Curvas de amplificacdo na escala logaritmica
de padrdes que mimetizam LCR A) JEV. B) SLEV. C) WNV. D) YFV. E) DENV-1. F) DENV-2.

G) DENV-3. H) DENV-4
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Tabela 6: Teste de sensibilidade analitica para os ensaios de deteccdo de DENVs por
gPCR*.

Amostra — . Ct de amplificagao Ct de amplificacdo
Padrao Gzl ey “Singleplex” “Multiplex” (DENVs 1-4)
106 cépias/mL 22,17 22,25
10° cépias/mL 25,76 26,01
DENV 1 104 copias/mL 29,34 29,70
103 cépias/mL 32,29 32,79
102 copias/mL 35,21 35,82
106 copias/mL 21,03 20,73
105 cépias/mL 24,88 24,47
DENV 2 104 copias/mL 28,10 27,91
103 cépias/mL 32,45 32,34
102 copias/mL 37,33 36,28
DENV 3 106 copias/mL 16,49 18,2
105 cépias/mL 20,49 21,91
104 cépias/mL 23,87 25,25
103 copias/mL 27,31 28,71
102 cépias/mL 30,64 31,79
106 copias/mL 23,28 24,08
DENV 4 105 copias/mL 27,48 27,86
104 cépias/mL 31,20 32,21
103 copias/mL 35,13 35,79
102 cépias/mL 39,31 40,73

*Padrées que mimetizam o LCR com cargas virais de 10°a 10° copias/mL foram usados como

amostra em ensaios “singleplex” e “multiplex” para detec¢do de DENVs

As reagdes também foram testadas em “multiplex” (mais de um alvo em uma
reacao), foi montado um ensaio para deteccdo dos DENV 1-4 em uma mesma
reacao e estes apresentaram sensibilidade similar ao apresentado quando o0s
testes foram feitos separadamente (TABELA 6). Para os outros alvos foram
feitas duas combinagfes, sendo uma com JEV/YFV/SLEV onde apenas o0s a
deteccdo de SLEV apresentou sensibilidade similar ao teste “one step”
(TABELA 7) (FIGURA 48). A reagcao, em multiplex, para os alvos
SLEV/JEV/WNV apresentou desempenho inferior para todos os alvos quando
comparado com o teste das reacOes individuais. A deteccdo de SLEV foi 32

vezes menos sensivel, a de JEV 4 vezes menos e a reacdo para detecgdo de
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YFV ndo detectou o padrdo com 10° copias/mL, valores comparativos com as

reagdes em “singleplex”.

Tabela 7: Teste de sensibilidade analitica para os ensaios de deteccdo de JEV, SLEV,
WNV e YFV por gPCR *.

Amostra —
Padrao

JEV FDA

SLEV NIH

WNV NY
99

YFV FDA

Cargaviral (LCR)

106 cépias/mL
105 cépias/mL
104 cépias/mL
103 cépias/mL
102 copias/mL

108 cépias/mL
105 copias/mL
104 cépias/mL
103 cépias/mL
102 cépias/mL

108 cépias/mL
105 copias/mL
104 cépias/mL
103 cépias/mL
102 cépias/mL

106 cépias/mL
105 cépias/mL
104 copias/mL
103 cépias/mL
102 cépias/mL

Ct de amplificacdo
“Singleplex”

34,37075
38,75925
41,4823
ND
ND

27,9461
33,2033
36,9249
41,91845
ND

27,6267
31,6133
35,0282
37,73695
ND

34,8588
37,8147
ND
ND
ND

Ct de amplificacdo Ct de amplificagdo

“Multiplex” (SLEV,
JEV and YFV

35,5335
42,3112
ND
ND
ND

28,0919
33,4545
38,4027
43,3545
ND

x X X X X

37,8825
40,316
ND
ND

“multiplex” (SLEV,

JEV and WNV
X
40,7
X
X

>xX X xX X

* Padrdes que mimetizam o LCR com cargas virais de 10°a 10? copias/mL foram usados como

amostra em ensaios “singleplex” e “multiplex” para detecgéo de JEV, SLEV, WNV e YFV.
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Figura 48: Teste de sensibilidade analitica para os ensaios “multiplex” para detecgao de
JEV, SLEV, WNV, YFV e DENVs 1-4 por gPCR. Curvas de amplificacdo na escala logaritmica
de padrdes que mimetizam LCR A) JEV. B) SLEV. C) YFV. D) DENV-1. E) DENV-2. F) DENV-
3. G) DENV-4

6.10.2 PURIFICACAO DE RNA POR MICROESFERAS MAGNETICAS
MARCADAS

Foram desenvolvidos ensaios de extragdo de RNA viral utilizando microesferas

magnéticas marcadas com sondas especificas para os flavivirus alvo do nosso
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projeto (WNV, SLEV, YFV, JEV e DENVs 1-4). Para isso “oligoprobes” foram
desenhadas tendo como alvo o RNA de SLEV, WNV e YFV (TABELA 8) ou
obtidas no “Laboratory of emerging pathogens” no FDA (WNV e DENVs 1-4)

(Desenhadas por Andriyan Grinev, Pds Doutor).

Tabela 8: “Oligoprobes” desenhadas para purificagao de RNA viral.

Oligoprobes Sequéncia Referéncia

YFV-1 5’Biotina 30 (A) CTA GCA ACT CGA TTT GCA GAC CAA TGC ACC TCA ATT AGC 3’

YFV-2 5’ Biotina 30 (A) ATT TGG CAC AAG TGA ATT TGG CGC ATG CCA CAA TGC TCC 3’

YFV-3 A ’

5’'Biotina 30 (A) GCT TTA CGA CCA GAC ATG TTC TGG TCA GTT CTC TGC 3

JEV -1 5 Biotina 30(A) CGA AGG ACC TCC TGG GTG GCC AGA AAC ATC ACC 3’ Oliveira, D. B
(Dados ndo

JEV -2 5’ Biotina 30(A) CAG AAG ATC TCC CAG TCT ATT CCC AGG TGT CAA TAT GC 3’
publicados)

JEV-3 5’ Biotina 30(A) AAA CTG TTT AAA CTG CAC TAA TCT CTC GAT TCT TCT CAA CG 3’

SLEV -1 5’ Biotina 30(A)CTC TCT TTC CTA GGT ATG GAA TGT CGT TCC AAG CCG CCA ATG 3’

SLEV- 2 5’ Biotina 30(A)CAT GCT TTC AGG TGG CAT TTC TGG TCT GAC TTT TGC GTC 3’

SLEV -3 5’ Biotina 30(A)ATG CCA TTG GCA TGC GCC TCT TGA ATC ACA CGC GCT TG 3’

*“QOligoprobes” foram desenhadas para purificagéo especifica de RNA de YFV, WNV e SLEV.

Foram desenhadas 3 “oligoprobes” para cada virus alvo.

Padrdes de LCR mimético com quantidades conhecidas de virus (10*
copias/mL) WNV, SLEV, JEV, YFV e DENVs 1-4 foram submetidos a extracéo
de RNA utilizando microesferas magnéticas marcadas. Para analisar a
eficiéncia deste método de extragdo, o produto obtido foi utilizado como
amostra nos testes por gPCR (Singleplex) para deteccdo dos flavivirus
descritos no topico anterior (TABELA 9).
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Amostra/
Padrao

JEV FDA

SLEV NIH

WNV NY 99

YFV FDA

DENV1

DENV?2

DENV3

DENV4

Carga viral (LCR)

104

104

104

104

104

104

104

104

copias/mL

copias/mL

copias/mL

copias/mL

copias/mL

copias/mL

copias/mL

copias/mL

Dilui¢do do Produto
da extragdo (RNA +
Esferas magnéticas)
0
10x
100x

10x
100x

10x
100x

10x
100x

10x
100x

10x
100x

10x
100x

0
10x
100x

Ct de detecgdo do
padrao

ND
ND
ND

ND
33,45
39,59

ND
329
36,3

ND
34,86
37,81

ND
28,06
32,44

ND
32,27
34,38

ND
22,63
27,32

ND
32,45
36,41

Ct de detecgao
— Extra¢ao
QlAmp viral®
38,76

33,20

31,6

38,68

26,1

24,4

21,9

27,8

* RNA de WNV, JEV, SLEV, YFV e DENVs 1-4 foi extraido utilizando oligoprobes e o rendimento da
extragdo foi verificado por qPCR.

As extracbes de RNA utilizando as microesferas marcadas desenvolvidas

foram capazes de extrair o RNA alvo do padrdo, com excegao para JEV. A

extracado foi verificada através de detecgdo do RNA pela “one-step” gPCR. O

produto da extracdo (RNA + microesferas magnéticas) quando diluido 10 vezes

em agua ultrapura torna mais sensivel a detecgédo por gPCR (TABELA 9).
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A extracdo de RNA utilizando as microesferas magnéticas foi comparada com
a extragdo pelo kit QlIAamp Viral®. Foi observado que utilizando um volume de
140pl do padrdo (carga viral constante de 10* cépias/mL) o kit QlAamp Viral®
apresentou um desempenho melhor que os ensaios utilizando as microesferas
magneéticas para os virus analisados (Tabela 8). Porém quando comparadas as
extracoes de RNA feitas com menores volumes iniciais de amostras (80 pL, 60
ML, 40 pL ou 20 pL), foi observamo que a extragao feita com as microesferas
apresenta uma eficiéncia superior ao kit. Essa comparacao foi feita para os
ensaios por microesferas desenvolvidos para os alvos DENV-1, DENV-2 e
SLEV (TABELA 10).

Tabela 10: Extragcao de RNA viral por “oligoprobes” em diferentes volumes de amostra.
Ct de deteccdo do

Ct de deteccdo do

Amostra / Padraoc  Carga viral Volume (pL adrao o .
& (kD) (Mifroesferas) padrao (QlAmp Viral®)

20 ND ND
40 34,76 ND

SLEV NIH o
10* copias/mL 60 35,07 34,67
80 34,43 32,19
20 31,00 ND

4 e
DENV-1 10* copias/mL 40 30,08 ND
60 28,70 31,00
80 29,29 28,40
20 40,24 ND
10%copias/mL 40 40,01 ND

DENV-3

60 39,53 43,50
80 40,30 39,11

* Diferentes volumes de amostras (20uL, 40uL, 60uL e 80uL) com carga viral constante (10* copias/mL)
foram submetidos a extracdo utilizando oligoprobes.

6.11. APLICACAO DA PLATAFORMA DE gqPCR

Os testes de diagnosticos foram desenvolvidos para um mesmo sistema de

deteccdo e todas as etapas pré-analiticas padronizadas para normatizar a
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eficiéncia dos testes utilizados foram feitas. A plataforma desenvolvida foi

aplicada em amostras de LCR de pacientes do Hospital Infantil Jodo Paulo 1.

Todas as amostras sdo provenientes de pacientes que tiveram suspeita de
infeccdo no SNC no HIJPII. Apds andlises clinicas em conjunto com exames
laboratoriais (Ex: dados cito-quimicos do LCR) estes pacientes tiveram o
diagnodstico estabelecido no hospital. Baseado no diagnostico presuntivo
estabelecido no HIJPII esses pacientes foram divididos em 3 grupos: pacientes
com meningoencefalites virais (n=70); pacientes com meningite bacteriana
(n=22); pacientes com outras morbidades em que a suspeita de infeccdo no
SNC foi descartada (n=36).

6.11.1. PACIENTES COM SUSPEITA DE INFECCAO VIRAL NO SNC

6.11.1.1. INFORMACOES CLINICAS DOS PACIENTES

Todos os pacientes cujo LCR foi analisado nesta tese, ao serem admitidos no
HIJPIl (amostras coletadas entre 2010 e 2013) passaram por analises clinicas
e 0s sinais e sintomas relacionados a infeccdo no SNC foram coletados em um
formulario, além de informagBes sbécio demograficas. Analisando as
informacdes dos 70 pacientes com suspeita de meningite viral, 71,4% eram do
sexo masculino e 28,6% do feminino. A média de idade dos pacientes foi de
3,6 anos, variando de 1 més até 9,8 anos. Os dados referentes as idades dos
pacientes analisados estdo no gréafico da figura 49, onde podemos observar
que 34,3% (24) dos pacientes tinham menos de 2 anos e 22,9% (16) tinham

menos de 1 ano de idade.
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Figura 49: Idade dos pacientes com suspeita de meningite viral. Idade em anos dos

pacientes do HIJPIl com suspeita de infeccdo no SNC.

6.11.1.2. DETECCAO MOLECULAR DE AGENTES VIRAIS

Os testes moleculares desenvolvidos na plataforma de diagnostico foram

utilizados para diagnéstico molecular das 70 amostras de pacientes com

suspeita de meningite viral. Foram detectados agentes virais em 44 amostras,
62,9% do total analisadas (FIGURA 50).
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Figura 50: Percentual de deteccdo por qPCR de LCR de pacientes com suspeita de

meningite viral
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Das 44 amostras positivas nos testes de gPCR, em 31 foi detectado material
genético de ENTV (70,4%), 6 de HHV-3 (13,6%), em 5 foram detectados os
DENVs (11,7%), em 1 HHV-1/2 (2,3%) e 1 HHV-5 (2,3%) (FIGURA 51). Nas 5
amostras com deteccdo de DENVs, o sorotipo foi identificado utilizando a
plataforma “one step” com sondas TagMan, sendo que 4 amostras o sorotipo
detectado foi DENV-2 e em uma foi detectado uma coinfeccdo com o0s
sorotipos DENV-1 e DENV-3.
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Figura 51: Agentes virais detectados em LCR de pacientes com suspeita de infec¢éo
viral no SNC. No eixo y temos o0 nimero total de amostras (de pacientes diferentes) analisadas

€ No eiXo X 0s respectivos alvos.

O diagnéstico molecular dos agentes virais foi confrontado com os sinais
clinicos e sintomas por grupo viral detectado (enterovirus, flavivirus e herpes
virus) (TABELA 11). Assim observamos que o aumento de presséo
intracraniana é mais frequente no pacientes infectados com HHVs e DENVs
(100%). Todos pacientes infectados com DENVs apresentaram nauseas o que
nao aconteceu em nenhum dos pacientes infectados com HHVs. Convulsao foi
mais frequente entre os pacientes com HHVs, 37,5%. Cefaleia é mais

frequente nos pacientes com DENVs, 60%. Metade ou mais dos pacientes com
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infeccbes por HHVs, DENVs e ENTV apresentaram rigidez na nuca e febre
(TABELA 11).

Tabela 11: Sintomas e sinais dos pacientes na admissdo no HIJPII.

Caracteristica
Sexo (n=70) Homens 50 (71.4%) Mulheres 20 (28.6%)
Sintomas e sinais na admissdo hospitalar Enterovirus (n=31) Herpes virus (n=8) Dengue virus(n=>5)
Sinais de aumento de pressdo intracraniana 23 (74.2%) 8 (100.0%) 5(100.0%)
Nausea ou vomito 20 (64.5%) 0(0.0%) 4 (80.0%)
Convulsdo 3(9.7%) 3(37.5%) 0(0.0%)
Rigidez na nuca 21 (67.8%) 4.(50.0%) 3(60.0%)
Febre 24 (77.4%) 6 (75.0%) 5 (100.0%)
Cefaleia 11 (35.5%) 2 (25.0%) 3(60.0%)

6.11.1.3. ANALISE DE FATORES CITO-QUIMICOS E CARACTERISTICAS
DA HOSPITALIZACAO POR GRUPO VIRAL IDENTIFICADO

Os pacientes com suspeita de infeccdo no SNC ao serem admitidos no HIJPII
tinham seu LCR coletado e este era enviado ao laboratério do hospital para
analise cito-quimica. Estes dados junto com os sinais e sintomas do paciente
foram utilizados para o diagnostico do tipo de infeccéo (Ex: viral ou bacteriana).
Os dados cito-quimicos (leucdcitos, proteinas, glicose e propor¢ao de polimorfo
nucleares/mononucleares) das 44 de LCR com deteccéo viral no SNC foram

analisados e separados por grupo viral diagnosticado (ENTV, HHVs e DENVS).

Nenhuma das amostras apresentou contagem de leucécitos acima de 500/mL
de LCR e ndo foi estatisticamente diferente o valor médio de leucdcitos dentre
0S grupos virais analisados (FIGURA 52A). O valor de glicose também néo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos, apenas 7 (15,9%) pacientes
apresentaram valor de glicose inferior a 50 mg/dL(FIGURA 52B). Também nao
houve diferenca na média do valor de proteinas entre 0s grupos virais
diagnosticados, 4 pacientes diagnosticos com infecgdo por ENTV e 1 por HHV
apresentaram valor de proteina acima de 50 mg/dL e todos esses pacientes
tinham mais de 5 anos de idade (FIGURA 52C). Foi considerado
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estatisticamente significante valor de p<0,05, o teste ANOVA foi utilizado para

comparacao estatistica entre 0s grupos.

Foi

mononucleares no LCR destes pacientes. O grupo com diagnostico positivo

analisado também a proporcdo de células polimorfo nucleares e

para ENTV apresentou um aumento estaticamente significativo no nimero de
células mononucleares (MN) em relacdo aos polimorfo nucleares (PMN). O
grupo diagnosticado com HHVs apresentou um aumento de polimorfo
nucleares em relacdo aos monuclereares, também com significancia estatistica
(p<0,05). O grupo com diagndstico de DENVs apresentou um aumento dos
mononucleares (FIGURA 52D).
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Figura 52: Caracteristicas cito-quimicas das amostras de LCR de pacientes. LCR de 70
pacientes com diagnéstico presuntivo de meningite viral separadas por grupo viral detectado.

A) Leucdcitos. B) Glicose. C) Proteinas. D) Células polimorfonucleares e mononucleares
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Foi analisado o tempo de internacdo médio dos pacientes com diagnostico
molecular positivo para ENTV, HHVs e DENVs. Os pacientes com infec¢ao por
ENTV ficaram internados em média 10 dias, os por HHVs 6 dias e os com
infeccdo por DENVs 5 dias (FIGURA 53).

Hospitalizag
g

Figura 53: Tempo de internacdo dos pacientes com infeccédo no SNC por ENTVs, HHV e
DENV.

6.11.1.4. PACIENTES COM MENINGITE BACTERIANA

Amostras de LCR (n=22) de pacientes com diagnéstico clinico-laboratorial
(isolamento do microrganismos ou imunoensaios) de meningite bacteriana
tiveram amostras coletadas para andlise na plataforma de diagnéstico
desenvolvida. Foram detectados agentes virais em 22,7% das amostras
analisadas, sendo que o mais frequentes foram ENTV e HHV-3 que foram
detectados em duas amostras cada (9,1%). HHV-5 foi detectado em amostra

onde um agente bacteriano foi identificado também (FIGURA 54).
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Figura 54: Deteccéo viral em amostras onde bactérias foram previamente detectadas no

LCR. LCR de 22 pacientes com diagndstico de meningite bacteriana foram testadas na plataforma.

6.11.1.5. PACIENTES COM OUTRAS MORBIDADES

Durante o periodo de coleta das amostras foram coletadas amostras de LCR
de pacientes com suspeita de infeccdo no SNC que posteriormente foi
descartada, baseado em dados clinicos e exames laboratoriais
complementares (Ex: andlise cito-quimica do LCR). Esses pacientes
receberam diagnéstico de outras doencas e foram tratados para estas. As
amostras coletadas de LCR foram analisadas em nossa plataforma. Das 36
amostras de LCR analisadas com pacientes de diversas morbidades em 19
(52%) agentes virais foram detectados no LCR, sendo que em 12 foram
detectados ENTVs, em quatro foi detectado HHV-3 e em cinco foi detectado
uma coinfec¢gdo com ENTV e HHV-3 (TABELA 12)
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Tabela 12: Deteccéo viral em LCR de pacientes com diagndstico descartado de infecgao
no SNC.

Morbidade ENTV Positivo | HHV-3 Positivo Comfelt-:ﬁ'a\:/n :NTV <

Otite
Pneumonia / Insuficiéncia respiratéria - -

Septicemia 2 2

Sindrome de Guillain Barré - -
Sindrome de ADEM - -
Sindrome respiratéria 1 - -
Anemia 1 - -
Bronquiolite, infeccdo respiratoria,

cardiopatia congénita

Bronquite
Cefaleia

N

1
1
1
Celulite na face 1 - -
Gastroenterite 2
Febre 1
Neurossifilis - 1 -

Nistigamo - 1 -

6.11.2. SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA DE AMOSTRAS
POSITIVAS NA PLATAFORMA

Fragmentos amplificados em amostras positivas para alvos da plataforma
foram sequenciados, as sequencias foram alinhadas através do “software”
MEGA 4. Foram sequenciados fragmentos obtidos de 10 amostras positivas
para ENTV, 1 de HHV-1/2 e 2 de HHV-3. As amostras sequenciadas séo
oriundas dos trés grupos de pacientes estudados: Meningite/meningoencefalite

viral; meningite bacteriana; pacientes com outras morbidades (ANEXO I).

O alinhamento das sequencias de ENTV esta demonstrado na figura 55A,
como amostras de referéncia para o alinhamento foi utilizado a sequencia de
Human echovirus 6 (AF532046) depositada no GenBank. O fragmento
amplificado da amostra de HHV-1/2 foi sequenciado e alinhado com amostras
de HHV-1 e HHV-2, as sequencias foram 100% idénticas (FIGURA 55B). As
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sequéncias obtidas de 2 fragmentos amplificados em amostras positivas para
HHV-3 também foram sequenciados e as sequencias apresentaram 100% de
identidade com a amostra strain ZR5 (KF853235) (FIGURA 55C).

Human echowvirus 6 (AF532046)

GGTAGTCCTC CGGCCCCTGA ATGCGGCTAA TCCTARCTGC GGAGCAGATG CCCACGCACC

Amostra_155 ENTV 2011 HIJPII ..couinuen wnnoanoan cmeamanne aecamnanne coeomanns B oo A..
Amostra 241 ENTV 241 HITPIT  .ouuunnuen wnueannnan cmeammons aeeamanns ooemminean connan A
Rmostra_252 ETNV_2012 HIJPII  .......... -..... Geee e e e C.TC. .T...A.G..
Amostra 293 ENTV 2012 HIJPIT  .......... -..... Teoo —ccocccecs ccaccccccs co--- Coven connn N
Rmostra_ 292 ENTV 2012 HIPJII ...eoeeen wonoennoon -- [ o Teoiin cennas T.CT .T.T.A.G
Amostra 285 ENTV 2012 HIJPIT  ....eeuuen woneen.n- T ococcccccce -ec G.Tever ee-n c..cr TTA.G
Amostra_180 ENTV 2011 HIJPII ..oouinuen winmoiinnn cmeamannn coeanannn -- [T CR ..... ARG
Amostra 172 ENTV 2011 HIJPTIT ..cuenvuen wnvoannoan comeinnane nn Coveee coenns T.C. .T...ARC
Amostra_ 303 ENTV 2013 HIPIT  ..ocuiuuun wauoanncan cmmeimmnns aecameancs aoennns C. .T...CAC
Amostra 281 ENTV 2012 HIJPTIT uuunnuen wnuoannoan cmmeimmnes aeeamnanes ooeamanean oan CACRC
Rmostra_ 164 ENTV 2011 HIPIT  ..oouieuen wineenoan cmeimnne aeoeananne coennn C... .T....A..

Human_echovirus_6_(AF332046)

Amostra 155 ENTV 2011 HIJPII  ...... [T Weo T cococccocs sooccccccn comcscsces
Rmostra_241 ENTV 241 HIJPII ...... Boo.o... o
Amostra 252 ETNV 2012 HIJPII  ...... C... .CCC.T.Te. -........ C ... (o
Rmostra_293 _ENTV_2012 HIJPII  .......... .. CCT i is oeeiimiie e eaeaas
Amostra 292 ENTV 2012 HIPJII  .......... (oo o
Rmostra_285 ENTV_2012 HIJPII  .......... oo
Amostra 180 ENTV 2011 HIJPII  ...... Conn .. CC.T.... ... Pecooc C it i
Rmostra_172 ENTV_2011 HIJPII  ...... [ T et e e
Amostra 303 ENTV 2013 HIPIT .......... ... B-TeToo -—ccs-coece cceosccocos cosccccces
Rmostra_281 ENTV_2012 HIJPII  ...... Boo.o... o
Amostra 164 ENTV 2011 HIPIT ....... L

B

Human_herpesvirus 1 (KF498959)
Human herpesvirus 2 (JN561323)
Sample 312 HSV 2013

CTG CGC GTT TAT CRA CCG CAC CTC CAG GGC CCT GGT CGA CCT GCT GTT

Human herpesvirus 1 (KF498959)
Human herpesvirus 2 (JN561323)
Amostra 312 HsV 2013

TTA CGA CGA TAC CGT

C

Human herpesvirus 3 strain ZR5 (KF853235.1) GGC ATG GCC CGT CTA TTC CAT TCA GCA ARG GAR ACA CAC GA
Bmostra 323 VEZV 2013

Bmostra 332 VIV 2013

Figura 55: Alinhamento de sequencias de amostras positivas para ENTV, HHV-1/2 e HHV-
3. A) Alinhamento das sequencias de ENTV. Os fragmentos amplificados por gPCR nas
amostras 241, 252, 293, 292, 285,180, 172, 303, 281 e 164 foram sequenciados e as
seguencias obtidas alinhadas com a amostra de Human echovirus 6 depositada no GenBank.
B) Alinhamento da sequencia de HHV-1/2. Amostras 312 foi sequenciada e alinhada com
amostras de HHV-1 e HHV-2 depositada no GenBank. C) Alinhamento das sequencias de
HHV-3. Amostras 323 e 332 foram sequenciadas e alinhadas com amostra ZR5 depositada no
GenBank.
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As sequencias de ENTV obtidas foram alinhadas com amostras das espécies
Enterovirus A, Enterovirus B e Enterovirus C depositadas no GenBank, o
alinhamento foi utilizado para analise de similaridade genética entre as
amostras e construcdo de arvore filogenética. A analise filogenética
demonstrou que nove das amostras se agrupam no ramo em que estdo as
amostras da espécie Enterovirus B e uma delas (amostra 164) se agrupa com

amostras da espécie Enterovirus A (FIGURA 56).
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Figura 56: Arvore filogenética da regido 5UTR dos ENTV detectados na plataforma
gPCR. Andlise filogenética da regido 5- ndo traduzida (5’UTR) de ENTVs (110 pb).
Alinhamento realizado com outras sequéncias depositadas no “GenBank” foi analisado pelo
método de “Neighbor joining” utilizando o modelo de substituices de nt de Tamura-2
parametros implementado no programa MEGA 4. Valores de "bootstrap” estdo representados

nos nos.
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Com o objetivo de analisar a identidade genética das nossas amostras com
outras amostras virais, nossas sequencias foram comparadas com sequencias
depositadas no “GenBank” através do programa “BLASTN”. As sequencias da
regido 5" UTR (110pb) das nossas amostras apresentaram similaridade de 95%
até 100% com outras amostras depositadas. Na tabela 13 estdo listados os
sorotipos de ENTV que apresentam maior similaridade genética com as

amostras sequenciadas no presente estudo.

Tabela 13: Similaridade genética entre as amostras de ENTV detectadas e amostras
depositadas no GenBank.

Amostra “Top hit” Espécie Similaridade Genética
155 Human echovirus 14 (GU236225) Enterovirus B 99%
241 Human echovirus 18 (HM777023) Enterovirus B 97%
252 Human echovirus 30 ( AY343022) Enterovirus B 98%
293 Human echovirus 6 (GU236173) Enterovirus B 98%
292 Human echovirus 6 (AF532050) Enterovirus B 98%
285 Human echovirus 30 (AF521517) Enterovirus B 95%
180 Human enterovirus B (JX129469) Enterovirus B 97%
172 Human enterovirus (AY271460) Enterovirus B 95%
303 Coxsackievirus A9 (KM201659) Enterovirus B 98%
281 Human coxsackievirus B3 (JX976770) Enterovirus B 95%
164 Human enterovirus 71 (JN544419) Enterovirus A 100%

6.11.3. QUANTIFICACAO ABSOLUTA

Utilizando LCR mimético com carga viral conhecida de HHV-1 e poliovirus, foi
possivel construir uma curva padrdo para cada um destes virus que
correlaciona a carga viral (pfu/mL- eixo y) com o ct de amplificagcédo de cada
padrao (Ct — eixo x). A partir destes dados foi feita a linearizacdo dos pontos e
foi obtida a equacédo da reta que melhor satisfaz os pontos, com esta equacgao
obtivemos a carga viral das amostras positivas na plataforma para HHV-1 e

Enterovirus.



130

Na figura 57 estd a reta obtida através da curva padrdo de HHV-1, e sua
respectiva equacao, a qual utilizamos para obter a carga viral da amostra 312

que foi positiva para HHV -1/2, a carga viral estimada foi em 1000 pfu/mL.

1048576 | y = BE+40x >

262144 R#=0,9925
65536 -
16384 -
4096 -
1024 -
256 -
64 -
16 -
4 -

1 T T T T T |
20 22 24 26 28 30 32

Ct (cycle threshold)

Carga Viral (pfu/mL)

Figura 57: Lineariza¢8o da curva padréo HHV-1. Reta obtida através da curva padrdo de HHV-1 e

sua respectiva equagdo.

A reta obtida através da curva padrdo de poliovirus foi utilizada para
quantificacdo das amostras positivas para enterovirus da plataforma de
diagndstico (FIGURA 58)



131

1048576
y = 2E+11e 071
262144 R?2=0,9875
65536 -
=
£ 16384 -
=
| 4096 -
T 1024 -
=
g 25 -
©
o 64 |
16 -
4 -
1 T T T T T T T 1
15 17 19 21 23 25 27 29 31
Ct (cycle threshold)

Figura 58: Linearizagdo da curva padrdo poliovirus. Reta obtida através da curva padrdo de

poliovirus e sua respectiva equagdo

O resultado da carga viral de cada amostra esta na tabela 14, a seguir. Apenas
cargas maiores que 100 pfu/mL puderam ser calculadas com confianca, isto se
deve porque este é o limite de sensibilidade do teste. A maior carga viral
detectada foi de aproximadamente 85.000 pfu/mL na amostra 186. Cargas
inferiores a 100 pfu/mL foram detectadas em 18 amostras dentre as positivas
para ENTV (TABELA 14).

As cargas virais obtidas nas amostras positivas para ENTV na plataforma
foram correlacionadas com o tempo de internacdo destes pacientes. Foi
observado que néo existe neste grupo amostral uma correlacdo positiva entre a
cara viral de ENTV no LCR e o tempo em que o paciente ficou internado no
HIJPIl (FIGURA 59).
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Tabela 14: Carga viral de amostras com detec¢cdo de ETNV.

AMOSTRA
Carga Viral (pfu/mL)

19 225

83 <100
194 215

20 < 100
49 204

169 < 100
163 225

152 <100
155 3758
186 85441
191 <100
65 298

55 <100
84 <101
171 <100
172 141

178 2306
164 2016
161 319

10 <100
17 <100
155 230

180 <100
241 <100
254 <100
281 <100
303 215

356 < 100
310 < 100
350 < 100
354 <100
325 <100
353 <100
306 <100
349 1653

330 2161
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Figura 59: Carga viral de amostras com detec¢do de ENTV e relagdo com tempo de
internacdo. Dispersdo das amostras em relacdo a carga viral no eixo y, as cores indicam o

tempo de internagdo de cada pacientes.

6.11.3.1 CORRELACAO ENTRE N°COPIAS/mL E PFU/mL

Para quantificar a carga viral foram utilizados padrdes, baseados em particulas

virais infecciosas.

Para comparar os padrbes baseados em plasmideos e os baseados em
particulas virais infecciosas, foi comparada a deteccdo obtida por 10° cépias
plasmidiais com a obtida por 10° pfu/mL. Foi observado que quando se utiliza
plasmideos, o sinal de deteccdo apresenta uma diferenca de 1,4 (Ct) em
relacdo a deteccdo de um padrdo com 10° pfu/mL (FIGURA 60 A), o que gera
uma quantificacé@o tedrica 2,6 vezes maior no caso dos plasmideos (FIGURA
60 B). Este fato demonstra que apesar das particulas defectivas ndo serem
consideradas ao se gerar o padrdo, este tem um sinal menor que plasmideos
purificados e quantificados. Desta forma nossos resultados sugerem que a
utilizacao de padrbes baseados em particulas virais (demonstrado para HHV-1)
€ mais adequado para quantificacdo , além de ser mais proximo do que

observamos em uma infeccéo natural.
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Figura 60: Comparacao de padrdes cépias/mL vs pfu/mL. A) Ct de deteccédo de do padrao
contendo 10° cépias plasmidiais /mL e do padrdo contendo 10° pfu/mL. B) Comparacdo da

quantidade relativa de DNA entre o padréo plasmidial e o com particulas virais

6.11.4.APLICAQAO DA PLATAFORMA DE DIAGNOSTICO EM CASOS
CLINICOS GRAVES

Amostras de dois pacientes obtidas em colaboracdo com Dr. Guilherme
Machado neurologista do Hospital Risoleta Neves foram aplicadas em nossa
plataforma para o diagnostico.

6.11.4.1. CASO 1- INFECCAO NO SNC POR Dengue virus 3 GENOTIPO |

Paciente A.C.G.N com 21 anos, sem doengas crbnicas ou uso regular de
medicamentos, apresentou varios episédios de crise convulsiva generalizada
mesmo com uso de fenitoina 300mg/dia. A analise cito-quimica do LCR
apresentou os seguintes resultados: leucécitos 7 por mL; hemacias 10,000 por
mL; glicose 78 (mg/dL); proteinas 35,8 (mg/mL); cultura bacteriana negativa;
pesquisa de HHV-1 e CMV negativa (PCR).

O resultado na plataforma de diagnostico foi positivo para FLAV e negativo
para os outros virus testados (HHV-1/2; VZV; ENTV; CMV) (FIGURA 61 A e B).
Para identificar a espécie viral foi feita uma PCR para deteccdo de Dengue
virus, e o resultado foi positivo (LANCIOTTI et al.1994). O sequenciamento do

produto de PCR revelou uma infeccéo por DENV 3 e a andlise filogenética da
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0 virus detectado pertence ao gendtipo | (FIGURA

61 C).
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Figura 61: Diagnostico Caso 1 empregando a plataforma gPCR. A) Curvas de amplificacao

na escala logaritmica para FLAV (Amostra), cDNA de St. Louis encephalitis virus (C+) e o

controle negativo utilizando agua (C-). B) Curva de dissociagdo os produto amplificado. Tm do

fragmento da amostra de 79,1°C e o do controle positivo foi de 82,1°C. C) Analise filogenética

da regido “C pré-membrana” (CprM) de DENVs (451b). Alinhamento realizado com outras

sequéncias depositadas no “GenBank” foi analisado pelo método de “Neighbor joining”

utilizando o modelo de substituicdes de nt de Tamura—2 parametros implementado no

programa MEGA 4. Valores de "bootstrap” estdo representados nos nés.
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6.11.4.2. CASO 2 — CASO FATAL DE INFECCAO NO SNC POR Enterovirus
A

Paciente R.C.M.S., obesa, previamente higida. Apresentou quadro de febre,
cefaleia e mialgia. O quadro febril persistiu e a paciente apresentou quadro
convulsivo generalizado, sendo entédo sedada e intubada.

Andlise do LCR apresentou os seguintes resultados: 2 células por mL; glicose
89 (mg/dL); proteinas 48 (mg/mL); pesquisa de HHV-1 e CMV negativa (PCR);
cultura bacteriana negativa. O tratamento empirico com aciclovir e

posteriormente meropenem + vancomicina.

Febre (42°C) e as crises convulsivas mantiveram-se. Doze dias apos a
internacdo a paciente apresentou trés paradas respiratorias e foi a obito.

O resultado na plataforma de diagndéstico foi positivo para ENTV e negativo
para os outros virus testados (HHV-1/2; VZV; FLAV; CMV) (FIGURA 62 A e B).
O produto da gPCR foi purificado e sequenciado. O sequenciamento de
nucleotideos confirmou se tratar de um virus do género enterovirus e analise
filogenética mostrou que o virus detectado se agrupava com outras amostras,
depositadas no “GenBank”, de Enterovirus A (FIGURA 62 C).
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Figura 62: Diagnostico Caso 2 empregando a plataforma gPCR. A) Curvas de amplificagao
na escala logaritmica para ENTV (Amostra), cDNA de Poliovirus (C+) e o controle negativo
utilizando &gua (C-). B). Curva de dissociagdo do DNA amplificado. Tm do fragmento da
amostra é de 83,0 °C e do controle positivo de 82.3°C. C) Analise filogenética da regido 5" -
nao traduzida (5’UTR) de ENTV (110b). Alinhamento realizado com outras sequéncias
depositadas no “GenBank” foi analisado pelo método de “Neighbor joining” utilizando o modelo

de substituicdes de nt de Tamura—2 pardmetros implementado no programa MEGA 4. Valores

de "bootstrap” estdo representados nos nds.

6.11.5. APLICACAO DOS TESTES TAQMAN®



138

Algumas amostras do HIJPIl em que ENTV e HHV-1/2 foram detectados no

sistema SYBR® da plataforma, foram também testadas no sistema TagMan®.

Das amostras positivas para ENTV no sistema SYBR®, 88% foram também
positivas nos sistema TagMan®. A Unica amostra positiva para HHV -1/2 (312)
da plataforma no sistema SYBR®, também foi positiva no sistema TagMan®
(FIGURA 63)

30

25 -

22 (88%)

M SYBR®

H TagMan®

N2 Amostras Positivas

SYBR® TagMan®

Figura 63: Aplicacdo do teste TagMan® para deteccdo de ENTV. Amostras positivas no

sistema SYBR (25) foram testadas novamente no sistema TagMan.

6.11.6. APLICAGAO DA PLATAFORMA EM OUTROS “ESPECIMES”
CLINICOS

6.11.6.1 DIAGNOSTICO DE ENTV — SWAB ORAL E SANGUE

A plataforma gPCR foi utilizada para identificar o agente etiolégico de um surto
de herpangina (doenca exantematica) em Palmeirdpolis, Tocantins (FIGURA
64A). Neste surto 37 criancas de uma mesma escola apresentaram lesdes na
boca (FIGURA 64B), anorexia e vOomito. Foram enviados “swabs” das lesdes
bucais e sangue para nosso laboratorio, o teste padronizado para deteccao de
ENTV no LCR também se mostrou eficaz na deteccéo destes virus em outras
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amostras clinicas. Apoés o diagnostico por gPCR foi feita a amplificacao de um
fragmento de DNA maior por PCR (250pb), o qual foi sequenciado. A
sequéncia obtida foi utilizada em analises filogenéticas que revelaram que
Enterovirus B era o agente viral responséavel pelo surto (FIGRUA 64C).

Brazilian Amazon
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Figura 64: Diagnostico surto de ENTV B. A) Localizacdo do surto. Surto de herpangina por
ENTV B em Palmeirépolis, TOB) Les&o bucal causada por ENTV B. C) Arvore filogenética.
Andlise filogenética da regido5'- ndo traduzida (5’UTR) de ENTV B (250 pb). Alinhamento
realizado com outras sequéncias depositadas no “GenBank” foi analisado pelo método de
“Neighbor joining” utilizando o modelo de substituicbes de nt de Tamura—2 pardmetros

implementado no programa MEGA 4. Valores de "bootstrap” estdo representados nos nés.

6.11.6.2 DIAGNOSTICO DE HERPES ZOSTER — SWAB
Paciente F.G.F., adulto e higido, no dia 20/11/2014 apresentou lesdes
exantematicas na barriga e nas costas, no dermatono esquerdo. No dia
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23/11/2014 apresentou intensificacdo de dor nevralgica no lado esquerdo do
tronco, neste dia foi coletado swab da leséo exantematica. O swab coletado foi
eluido em &gua, que foi utilizada como amostra em nossa plataforma de
diagnoéstico, o resultado foi positivo para HHV-3 e negativo para HHV-1/2
(FIGURA 65). Em 24/11/2014 o paciente iniciou o tratamento com aciclovir

oral, 3 dias depois as lesdes ndo apresentavam mais sinais inflamatérios.

O paciente relatou que 15 dias apds o diagnostico, apesar da melhora das
lesbes e das dores essas ndo haviam desaparecido ainda, informou também
que no dia 10/12/2014 seu filho de 6 anos foi diagnosticado clinicamente com
varicela, as lesdes eram na face e costas e perduraram por 7 dias. Esta crianca
foi vacinada aos 3 anos com a vacina atenuada anti-varicela . A amostra do

filho n&o foi obtida para diagnéstico.
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Figura 65: Diagndéstico Herpes zoster emepregando a plataforma de qPCR. A) Curvas de
amplificacédo na escala logaritmica para HHV-3 (Amostra), DNA HHV-3 amostra HCO5 (C+) e o
controle negativo utilizando agua (C-). B) Curva de dissociacdo do DNA amplificado. Tm do

fragmento da amostra de 79, 47°C e o do controle positivo foi de 79,50°C
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VIIl. DISCUSSAO
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Infeccoes no SNC apresentam distribuicdo mundial e sdo causa de doengas
que acarrentam grande morbidade e mortalidade, sendo assim um desafio para
0s sistemas de saude em todo o mundo. Virus sdo os agentes etioldégicos mais
frequentes nessas infecdes, sendo encefalites e meningoencefalites as duas
doencas mais frequentemente associadas por infecgdes virais no SNC (OMS
2013). Membros de diversas familias virais apresentam tropismo pelo SNC e
sdo capazes de quebrar a homeostase desse sistema, causando doencas que
podem provocar de danos transitorios até sequelas permanentes (SOARES et
al., 2011). Como em outras doencas de etiologia viral, a gravidade da doenca
causada no SNC por um patégeno viral dependera de fatores de viruléncia viral
e a resposta imune do hospedeiro (TYLER, 2009). Conhecer fatores virais de
neuroviruléncia e fatores do hospedeiro que interferem na neuroinvasao e no
dano no SNC é importante para entendimento da infeccdo, patogénese e
doenca. Atualmente no Brasil, e em varios outros paises, nao é feita na rotina
do sistema de saude a identificacdo de agentes virais que causam doenca no
SNC. Na maioria dos casos é feito um diagndéstico presuntivo, o que torna
desconhecido a verdadeira importancia destes agentes nos casos de infeccéo
no SNC (SES-SP, 2006; SINAN 2014).

Desta forma no presente trabalho uma plataforma de diagnéstico baseada em
gPCR com novos testes de diagndstico moleculares que possibilitam a
deteccdo no LCR de varios agentes virais que causadores de
meningoencefalite (HHV-1, HHV-2, HHV-3, HHV-5, enterovirus, DENV 1-4,
WNV, SLEV, YFV, JEV) foi desenvolvida. Os testes unificados em um unico
sistema de diagndstico, torna mais eficiente, econémico e abrangente a
identificacdo de agentes virais (LUTFALLA & UZE, 2006). A escolha dos alvos
foi feita de forma racional, pois: (i) foram selecionados o0s agentes que
classicamente causam infe¢cdes no SNC no mundo, como HHVs e enterovirus,
e que também ja foi demonstrado sua importancia epidemiolégica para 0s
casos de infeccéo viral no SNC no Brasil (SOARES et al., 2011; BASTOS et al.,
2014; OLSEN et al., 2015;); (i) também foram selecionados agentes
neutropicos emergentes, como DENVs que sdo endémicos em Varios paises

do mundo e constantemente causam epidemias (ARAUJO et al., 2012;
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SOARES et al., 2011; BASTOS et al., 2014); (iii) por fim foram incorporados a
nossa plataforma testes para deteccdo de agentes que s&o conhecidos por
causar graves infeccbes no SNC em outras partes do mundo mas suas
infeccbes sdo emergentes no Brasil ou apresentam potencial emergente (WNV,
SLEV , YFV e JEV) (BASTOS et al,, 2014; SILVA et al., 2013; PAUVOLID-
CORREA et al., 2013; ROSA et al., 2013)

Os testes dos iniciadores selecionados para deteccdo dos virus alvo da
plataforma foram capazes de detectar a regido alvo dos genomas virais
(FIGURAS 14, 15, 16, 17 e 18) e os fragmentos de DNA amplificado foram de
tamanho molecular conforme projetado (FIGURA 19). Nestes testes também foi
possivel determinar, nas condi¢cbes da plataforma, a temperatura de “melt” de
cada amplificado, o que é importante para analise das amostras a serem
testadas conforme LUTFALLA & UZE, 2006. Nao houve amplificacéo
inespecifica no controle negativo comprovando que os iniciadores selecionados

nao formaram dimeros (ESPY et al., 2006).

A eficiéncia dos iniciadores da plataforma do presente estudo foi mensurada
apresentando valores de HHV-1/2 114%; HHV-3 113%; HHV-5 106%; FLAV
92%; ENTV 110%; WNV 98%; SLEV 94%; YFV 96%; JEV 97%; (FIGRUAS 21,
22, 23 e 24) (TABELA 4). Ensaios baseados em qPCR necessitam apresentar
uma eficiéncia, variando de 85% a 115%, para garantir que a robustez das
reacfes seja insatisfatéria ao testar amostras clinicas, reduzindo a
probabilidade de resultados falso negativos segundo ESPY et al., 2006. Os
iniciadores para deteccdo de DENVs néo tiveram sua eficiéncia testada neste
trabalho pois eles foram obtidos da literatura e sua eficiéncia era conhecida ja
antes do uso nesta plataforma (SANTIAGO et al., 2013).

Além de eficientes, a maioria dos ensaios (FLAV, ENTV, HHVs, WNV, SLEV e
DENVs) apresentaram sensibilidade capaz de detectar cargas virais em LCR
mimético iguais ou inferiores 10° copias/mL (FIGURAS 28,29 e 30) (TABELAS
6 e 7) (SANTIAGO et al., 2013; KESSLER et al., 2005). Esse valores foram
iguais ou superiores a outros ensaios para estes mesmos alvos na literatura
(SANTIAGO et al., 2013; PANG et al., 2014), ressaltando que no presente
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trabalho ha uma vantagem para o diagndsticos dos referidos alvos, pois todos
estdo em um mesmo sistema, a plataforma de diagnéstico. Os testes para
deteccdo de YFV e JEV apresentaram sensibilidade inferior aos outros ensaios
da plataforma, com limite de deteccdo de 10* cépias/mL o que n&o inviabiliza
seu uso em nossa plataforma, pois esta sensibilidade € superior ou igual de
outros testes descritos (PANG et al., 2014). Todos os testes foram especificos,
porque detectaram apenas o0 alvo em reagbes com a presenca de todos
patdgenos da plataforma e também amostra do genoma humano (FIGURA 31).
Os ensaios desta plataforma foram reprodutiveis apresentando coeficientes de
variagdo inferiores aos 5% preconizados pela ANVISA para testes
diagnésticos, os ensaios foram realizados em diferentes dias, em diferentes
aparelhos e por diferentes analistas (FARMACOPEIA 2010).

Testes baseados em detec¢do molecular apresentam etapas pré-analiticas que
sdo extremamente importantes para o desempenho dos ensaios, assim neste
estudo foi desenvolvido um fluxograma para o processamento das amostras na
plataforma de diagnostico (FIGURA 27) (LUTFALLA & UZE, 2006; ESPY et al.,
2006). Baseado nos testes realizados a forma mais eficiente de processamento
para deteccao dos virus de DNA é a diluicdo em agua (10x) e para o virus com
genoma de RNA a extracdo do material genético com o kit QlAamp viral® .
Para controlar a eficiéncia do processamento das amostras, foram
desenvolvidos testes para deteccdo de controles internos endégenos (B-actina
humana) e exdgenos (GFP), e ambos apresentaram eficiéncia satisfatéria (93%

e 107%, respectivamente).

A plataforma de diagnostico do presente estudo foi desenvolvida inicialmente
apenas com a utilizacdo de testes baseados na emissdo de fluorescéncia por
SYBR (HHV-1/2, HHV-3, HHV-5 ENTV e FLAV), um fluordforo intercalante de
bases de DNA, que confere ao teste grande sensibilidade, mas pode também,
em algumas condi¢cdes, gerar emissdo de fluorescéncia inespecifica.
Objetivando uma comparacdo com outros métodos de deteccdo foram
desenvolvidos testes para ENTV e HHV-1/2 utilizando sondas de hidrolise
(TagMan) (LUTFALLA & UZE, 2006). Quando os testes para um mesmo alvo,
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mas como sistema de deteccao diferente, foram comparados, foi avaliado que
tanto para HHV-1/2 quanto ENTV a emissédo de fluorescéncia utilizando SYBR
foi superior ao sistema TagMan, em média 5 vezes maior (FIGURAS 43, 44, 45
e 46). Assim o sistema SYBR apresenta um potencial superior para nossa
plataforma, pois além da maior emissédo de fluorescéncia os testes baseados
em SYBR sdo menos susceptiveis a resultados falso-negativos devido a
mutacdes no genoma alvo, o que se torna relevante quando se faz testes para

deteccdo de grupos virais como € o teste para ENTV (DIERSSEN et al., 2007).

Para avaliar a plataforma de diagnostico para meningoencefalites virais do
presente estudo, esta foi aplicada em uma colecdo de amostras de LCR do
Hospital infantil Jodo Paulo II, hospital de referencia do estado de Minas Gerais
onde os casos de suspeita de infeccdo no SNC ndo tem a identificacdo do
agente etioldgico viral. As amostras de LCR foram coletadas no periodo entre
os anos de 2010 e 2013, de pacientes com: (i) diagnéstico de
meningite/meningoencefalite viral; (i) suspeita de infeccéo viral no SNC mas
diagnoéstico descarto apds analise clinica e laboratorial; (iii) pacientes com
meningite bacteriana. Nossa plataforma foi capaz de detectar agentes virais em
62% das amostras analisadas (44/70) dentre o grupo dos pacientes com
diagnéstico presuntivo de infeccdo no SNC (FIGURA 50). Neste grupo a média
de idade & de 3,6 anos e 71% do sexo masculino, essa maior incidéncia de
infec¢des virais no SNC em criangcas do sexo masculino é corroborada por
outros estudos, como o realizado na Finlandia por RANTAKALLIO e
colaboradores onde 64% das criancas com infeccdo no SNC também eram do
sexo masculino (FIGURA 47) (RANTAKALLIO et al., 2007).

Outros estudos de investigacdo molecular de virus em LCR de pacientes com
suspeita de infeccdo no SNC ja foram desenvolvidos no Brasil e apresentaram
uma taxa de deteccdo inferior em relacdo a plataforma desenvolvida (virus
detectados em 29% das amostras), sendo que o0s principais fatores que
explicam a maior frequéncia de detecgéo da referida plataforma sdo os testes
serem baseados em gqPCR e o rigor na padronizacédo das etapas analiticas e
pré-analiticas (BASTOS et al., 2014). Testes baseados em PCR, como

utilizados por BASTOS, apresentam menor sensibilidade na detecg¢ao viral
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guando comparados com gPCR. Essa diferenca ocorre principalmente devido
ao sistema automatizado de detecc¢éao utilizado (LUTFALLA & UZE, 2006).

Dentre as 44 amostras, de pacientes com diagnéstico presuntivo de
meningite/meningoencefalite viral no SNC, em que houve deteccdo viral os
agentes mais detectados foram enterovirus, em 70% das amostras (31/44)
(FIGURA 51). Um estudo realizado em criangas por BERLIN,este ano,
apresentou caracteristicas similares na frequéncia de deteccédo de ENTV, 62%,
corroborando os nossos achados. E importante salientar que a incidéncia
desses virus nos casos de infeccdo do SNC varia amplamente de acordo com
a regido do mundo em que foi realizada, a estacdo do ano e a situagao
epidemioldgica (Ex: surtos e epidemias) de outros agentes virais neurotropicos
(SOARES et al.,, 2011; BASTOS et al.,, 2014; BERLIN et al.,, 2014). Nas
amostras positivas para ENTV a carga viral foi quantificada e ndo houve
correlagao positiva com o tempo de internacao dos pacientes.

O segundo virus mais frequentemente detectado no grupo de pacientes com
diagndstico presuntivo de meningite/meningoencefalite viral foi o0 HHV-3, 13%.
Este dado é de grande relevancia, pois essa frequéncia de HHV-3 em casos de
meningite/meningoencefalite é superior a outros estudos em crian¢as (FIGURA
51) (BERLIN et al., 1993). Corroborando com nossos dados foi detectado HHV-
3 em 20% das amostras positivas para agentes virais, amostras coletadas
entre 2010 e 2012 na regido norte do Brasil (BASTOS et al., 2014). A vigilancia
de infeccbes no SNC por HHV-3 torna-se extremamente importante no Brasil,
pois na ultima década é crescente o nimero de pessoas vacinadas com uma
vacina de HHV-3 atenuada, visto que infeccdo no SNC é um potencial efeito

adverso.

DENV sdo emergentes agentes neurotropicos que estdo distribuidos em
grande parte do globo. Em 2013 foram notificados mais 350.000 casos de
dengue no estado de Minas Gerais (SOARES et al. 2011; MONDINI et al.
2007; ARAUJO et al., 2012; OPAS 2013). Ainda pouco se sabe sobre o

impacto das infe¢cdes por DENV no SNC para a saude publica em paises onde
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a febre do dengue € uma doenca endémica e, em algumas ocasides,
epidémica. Neste trabalho foi detectado DENV em 5 amostras (11%) de LCR
de pacientes com suspeita de meningite/meningoencefalite viral, sendo que 4
casos foram por DENV-2 e uma coinfeccdo por DENV-2 e DENV-3 (FIGURA
51). SOARES detectou DENVs em 10% dos casos analisados em um estudo
em 2011 no estado do Rio de Janeiro (SOARES et al. 2011). A identificacdo
dos sorotipos e genotipos envolvidos em infecgcdes no SNC é importante para
tracar o perfil genético destas amostras, isso ird contribuir para o entendimento
das infecBes por DENV no SNC.

Os virus HHV-1/2 e HHV-5 foram detectados em uma amostra cada (2,3%) no
grupo de pacientes com suspeita de meningite/meningoencefalite viral. Essa
incidéncia neste grupo amostral foi condizente com outros estudos ja
realizados em populacao infantil, como o realizado por LE no Vietna onde estes
virus foram detectados 1,3% das amostras de LCR de criangas com suspeita
de infeccao viral no SNC (FIGURA 51) (LE et al. 2010). A crianca no qual o
presente estudo no qual foi detectado HHV-5 apresentou diagnostico
sorologico negativo para HIV e o sistema imune ndo apresentava supressao.
Esse fato é de grande importancia, pois € crescente o numero de relatos e
infeccbes no SNC por HHV-5 em individuos imunocompetentes, o que porém &
negligenciado na rotina clinica (RAFAILIDIS et al. 2008; PROSCH et al. 1998).
Infecgdes por HHV-1/2 no SNC de criangas séo altamente letais, superior a
70%, e quando h& sobrevivéncia essa é usualmente acompanhada de
sequelas. O paciente com infeccdo por HHV-1/2 diagnosticado no presente
estudo, apresentou cegueira, 0o que é condizente com outros relatos da
literatura de infecgéo por HHV -1/2 no SNC na infancia, comprovando assim a
importancia do diagndstico precoce deste patdégeno para o correto tratamento
da infeccdo (CHADWICK et al. 2006).

Identificando  o0s agentes virais no LCR dos pacientes com
meningite/meningoencefalite foi possivel analisar fatores cito-quimicos nas
amostras de LCR correlacionando-os com 0s grupos virais detectados: (i)

enterovirus; (ii) herpes virus; (iii) dengue virus (FIGURA 52). Foi analisado
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celularidade, glicose, proteinas e proporcéo entre PMN e MN. A celularidade foi
abaixo de 500 células/mL de LCR em todas as amostras, o que é condizente
com meningites/meningoencefalites virais. As amostras com detecgdo de
enterovirus apresentaram uma celularidade média superior aos outros grupos
porem sem relevancia estatistica (FIGURA 52 A) (CHADWICK et al. 2006). A
quantidade de glicose no LCR também né&o foi estatisticamente diferente entre
as amostras de LCR dos diagnosticadas com os diferentes grupos virais, sendo
que duas amostras apresentaram valores menores que 40mg/dL o que
normalmente acontece em meningites bacterianas (FIGURA 52 B). A analise
dos valores de proteina total no LCR demonstrou que os mesmos dois
pacientes que apresentaram um decréscimo nos niveis de glicose
apresentaram um aumento nos niveis proteicos, acima de 80 mg/dL. O numero
amostral dessa variacao de padrao destes marcadores € pequeno, mas é uma
demonstracao que estes marcadores podem néo ser fidedignos no diagndéstico
das meningites/meningoencefalites (FIGURA 52 C) (CHADWICK et al. 2006;
MICHOS et al. 2007). Outro parametro analisado nas amostras de LCR foi o
balanco entre PMN e MN: foi observado que o grupo de pacientes com
infeccdo por herpes virus apresentou PMN acima de 50% das células do LCR,
todos esses pacientes foram erroneamente tratados com antibiético como
terapia inicial para infeccdo no SNC. Esse dado reforca a fragilidade de
parametros cito-quimicos para o diagnostico de alguns casos de infeccdo no
SNC (FIGURA 52D).

O presente estudo contribui também na emergéncia de relatos das doencas
geradas por coinfec¢cdo microbianas. Para isto foram analisadas 22 amostras
de LCR de pacientes com meningite bacteriana com o auxilio da plataforma de
diagnéstico desenvolvida (GIRI et al. 2013). Agentes virais foram detectados
em 22% destas amostras, sendo que foram detectados ENTV (2), HHV-3 (2) e
HHV-5 (1). Estes dados reforcam a emergéncia e importancia de testes de
diagnostico focados na deteccdo de multiplos patogenos (FIGURA 54).
Deteccdo de coinfecgbes entre virus e bactérias € um paradigma
microbiolégico e imunolégico, pois ainda é desconhecido a importancia de cada
patbgeno para a doenca e a participacdo de cada um dos agentes na

neuroinvasao, isto €: um agente facilita a entrada do outro no SNC? Qual é o
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primeiro a quebrar o equilibrio fisioldégico da barreira hematoencefalica? Ainda
nao existem respostas claras para estas indagacoes, sendo que o diagnostico
dos agentes envolvidos em coinfec¢des € o “primeiro passo” para o estudo da

fisiopatologia da doenca.

A plataforma desenvolvida neste trabalho também foi utilizada para analisar
amostras de LCR (n= 36) coletadas de pacientes que foram admitidos no
HIJPIl com suspeita clinica de meningite/meningoencefalite, porém esta
hipétese foi descartada posteriormente com os exames cito-quimicos do LCR.
Estas amostras foram analisadas em nossa plataforma e virus foram
detectados em 52%, demonstrando assim que nessas amostras a suspeita
inicial de infeccdo no SNC foi confirmada, estes pacientes tiveram diagnostico
desde doencas locais como otite até infeccbes sistémicas (septicemia)
(TABELA 12). Nestes quadros é dificil avaliar o impacto da infeccdo no SNC
na morbidade apresentada pelo paciente, essa dificuldade € acentuada por
nao conter na literatura estudos que analisem amostras semelhantes.
Atualmente é ascendente a importancia do sistema imune residente no SNC na
regulacéo de eixos hormonais centrais, por consequéncia sistémico, o que leva
a alteracdo no sistema imune. Assim o estudo de infecgdes no SNC em
conjunto com doencas em outros sistemas pode ser de grande importancia
para o paciente e para o entendimento das alteracdes fisiopatoldgicas, sejam

estas sistémicas ou locais (HAROON et al. 2011).

Alguns dos resultados da nossa plataforma foram confirmados por
sequenciamento de nucleotideos dos fragmentos amplificados por gPCR.
Foram sequenciados 20% das amostras positivas, demonstrando assim que as
amplificacbes da plataforma de diagnostico sdo especificas para os alvos
(FIGURA 55). O sequenciamento de fragmentos de HHV-3 e HHV-1/2
confirmou o resultados do gPCR. As sequéncias obtidas das amostras
positivas para ENTV foram utilizadas em andlises filogenéticas para
identificacdo das espécies virais, pois iniciadores para de deteccdo de ENTV
nao identificam a espécie. A arvore filogenética construida com as sequencias

obtidas e sequéncias depositadas no “GenBank”, demonstrou que nove das
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amostras se agrupavam com amostras da espécie Enterovirus B e uma
amostra no ramo da espécie Enterovirus A. A prevaléncia destas duas
espécies em meningites/meningoencefalites por ETNV em criancas ¢é
corroborado por estudos prévios descritos na literatura (BERLIN et al., 1993;
KUMAR et al., 2013). A identificagcdo dos ENTV contribui para a epidemiologia
molecular destes virus no Brasil, e principalmente em Minas Gerais, pois ainda
€ pouco conhecida a epidemiologia dos agentes mais prevalentes nos casos
de infeccdo viral no SNC (SES-2005; BASTOS et al., 2014). Em nossas
analises ndo foi possivel identificar os sorotipos dos ENTV pois a regido
sequenciada sofre recombinacdo genética intra-espécie, porém atraves de
andlises de identidade genética foi possivel identificar os sorotipos que

apresentam maior identidade com as amostras sequenciadas (TABELA 13)

Além das amostras do HIJPII, a plataforma desenvolvida foi utilizada para
deteccao viral em dois casos graves de infeccdo no SNC, sendo que em um foi
identificado infeccdo por Enterovirus A. Em um caso onde o desfecho foi obito
do paciente, no outro caso foi detectado DENV-3 genotipo | na amostra de uma
paciente que apresentou sequelas apos a infec¢do (FIGURAS 61 e 62). Esses
achados reforcam a participagdo de agentes virais em casos graves de
infeccdo no SNC, e contribui na desmistificacdo de que infeccbes virais no
SNC sempre apresentam um curso benigno. A nossa plataforma foi eficiente e
também “versatil” ao ser utilizada no diagnéstico de doengas exantematicas.
Conforme apresentado, através de coleta de swab das lesbes, foi
diagnosticado um caso de herpes zoster e um surto de herpangina em
criancas. O diagnéstico destes casos demonstra e reforca o potencial da

plataforma desenvolvida para o sistema de saude.
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VIIl. CONCLUSOES

v" Durante o desenvolvimento e padronizacédo da plataforma de gPCR os
testes de avaliacdo de sensibilidade analitica, especificidade na
deteccdo dos alvos, repetibilidade e reprodutibilidade, nos quais foi
demonstrado que 0s ensaios que componhem a plataforma séo Uteis no
sistema de salde para diagnostico de meningoencefalites virais
causadas por ENTV, FLAV, HHV-1/2 e HHV-3.

v' Os testes moleculares demonstraram que os ENTV sdo os agentes
etiologicos mais prevalentes nos casos estudados de criancas com
suspeita de infeccdo viral no SNC. Os pacientes diagnosticados com
infeccdo por ENTV foram internados por um tempo médio igual a
pacientes onde foi detectado HHVs e FLAV, o que comprova a
importancia deste agente em relacdo as infec¢des virais no SNC em

criancas.

v A deteccdo de HHV-3 foi superior a 10%, sendo o segundo agente mais
detectado nas amostras de LCR, evidenciando assim a importancia
deste agente viral nos casos de infeccdo no SNC mesmo sendo este um

virus prevenido no sistema de saude com vacinacao.

v' Pacientes diagnésticados com infeccdo viral no SNC foram
erroneamente tratados com antibidticos, sugerindo que os atuais
marcadores utilizados para diagnéstico da meningoencefalites virais sao

ineficientes
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v" Muitos pacientes que apresentam incialmente a suspeita clinica de
infeccdo no SNC tiveram este diagnostico de meningite descartado por
exames de imagem e analise cito-quimica do LCR. Porém, no LCR de
varios desses pacientes foi detectado a presenca de material genético
viral. Dessa forma fica evidenciada a importancia do diagnéstico

virologico molecular em casos de suspeita de infec¢do no SNC.

v" A deteccéo viral em LCR de pacientes com meningite bacteriana revelou
a importancia do diagndstico microbioldgico de doengas no SNC voltado

para multiplos patégenos.
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IX. PERSPECTIVAS

v" Houve a deteccdo de virus no LCR em quadros de meningite onde
bactérias também foram isoladas. Estes resultados abrem uma “caixa de
pandora” e demonstram a necessidade do emprego de novas

tecnologias no diagnéstico de infecgbes no SNC.

v Fazer o isolamento viral de amostras positivas de LCR, para
caracterizagdo molecular e biolégica das amostras virais dos casos de

meningoencefalites;

v' Fazer as andlises filogenéticas dos HHV-3 detectados para estudo da
origem dessas amostras para identificar a possivel relacdo com a

amostra vacinal ou da cobertura vacinal.

v' Caracterizar molecularmento os DENVs detectados para analises
filogenéticas em busca de marcadores moleculares de neuroviruléncia,

v Caracterizar os padroes de citocinas e quimiocinas presentes nas

amostras de LCR onde foram detectados virus.
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Diagnostico HIPII Amostra B-ACTINA tnterovirus SYBf  Replicas Ct TM(°C) HHV-1/2 SYBR HHV3 HHV5 DENVs
Meningoencefalite viral 10 Positivo Positivo (X J 32,6/32,7 83,2/83,3 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 17 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 18 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 19 Positivo Positivos ( 1 J 27,9/27,7 82,6/82,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 20 Positivo Positivo ( 1 J 31,8/32,3 82,6/82,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 21 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Dengue 2
Meningoencefalite viral 30 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 34 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 49 Positivo Positivo [ X J 28 /28 83,3 /83,3 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 55 Positivo Positivo ( X J 29/29,2 84,4 /84,2 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 65 Positivo Positivo (X J 26,9/27,3 82,7 /82,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 68 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 69 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 73 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 78 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Dengue 2 e 3
Meningoencefalite viral 83 Positivo Positivo (X J 31 82 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 84 Positivo Positivo (X J 30,1 83,8 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 96 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Dengue 2
Meningoencefalite viral 97 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 109 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Dengue 2
Meningoencefalite viral 114 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 127 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 129 Positivo Positivo [ X 24,6 /25,3 82,6/82,7 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 143 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 152 Positivo Positivo ®O 30,2 82,5 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 155 Positivo Positivo (X J 27,7/ 27,8 82,6/82,7 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 155 Positivo Positivo (X J 24,3 /25,2 82,6 /82,7 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 161 Positivo Positivo (X J 27,5/ 26,3 83,6/83,8 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 163 Positivo Positivo (X J 28,2 /27,4 83,5/83,5 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 164 Positivo Positivo (X J 25,8 /26 82,7/ 82,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 165 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Dengue 2
Meningoencefalite viral 169 Positivo Positivo o0 30/30 82,7/82,7 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 171 Positivo Positivo o0 29,2/28,4 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 172 Positivo Positivo o0 28,8/28,4 83,6/83,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 173 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 178 Positivo Positivo 26 /25,5 83,8/83,9 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 180 Positivo Positivo o0 30,1/32,8 83,5/83,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 181 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 182 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 186 Positivo Positivo [ 1 21,2/20,7 83,6/83,8 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 191 Positivo Positivo (X J 30, 8/29,9 83,1/83,2 Negativo Negativo Negativo Negativo
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Diagndstico HIPII Amostra B-ACTINA [nterovirus SYBRReplicas Ct TM(°C) |HV-1/2 SYBReplicas| Ct |TM (°C) HHV3 Réplicas| Ct |TM(°C) HHV5  Reéplicas| Ct TM(°C) DENVs
Meningoencefalite viral 192 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 194 Positivo Positivo ®® (27,8/28,1|82,2/82,3| Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 241 Positivo Positivo @®® |29,.8/29,6 | 82,8/82,7 | Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 254 Positivo Positivo ®O 31,3 83 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 261 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 265 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 269 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 281 Positivo Positivo @®® (30,3/30,2|82,6/82,7 | Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 303 Positivo Positivo @®® (27,8/28,0]|83,2/83,3 | Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 305 Positivo Negativo Negativo Positivo @O | 326 79,6 Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 312 Positivo Negativo Positivo | @ @ 30,4/30,42,0/82,] Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 318 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 321 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 322 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 323 Negativo Negativo Negativo Positivo @O | 32,4 | 80,2 Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 329 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 330 Positivo Positivo ®® |256/259 83/83 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 342 Negativo Negativo Negativo Positivo @O | 321 80,1 Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 346 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 348 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 349 Positivo Positivo @®® |26,1/26,2 | 83,8/83,9 | Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 358 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo ®® 35,7/35, 75,1/74,9 Negativo
Meningoencefalite viral 306 Positivo Positivo ®O 30 83,6 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 307 Positivo Negativo Negativo Positivo @O | 31,8 80,2 Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 316 Positivo Negativo Negativo Positivo ®® 31,3/33,19,7/79,{ Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 326 Positivo Negativo Negativo Positivo @O | 315 | 80,2 Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 328 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 344 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningoencefalite viral 357 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Meningite (Pneumococica) 333 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo @ ® 30,7/31,] 74,4/74,4 Negativo
Meningite bacteriana 235 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 236 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 239 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 256 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 262 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 276 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 278 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 280 Positivo Positivo ®0O 29 84,1 Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 282 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 290 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 298 Positivo Negativo Negativo Positivo @O | 352 80,3 Negativo Negativo
Meningite bacteriana 332 Positivo Negativo Negativo Positivo @®O | 30,5 80,2 Negativo Negativo
Meningite bacteriana 336 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 339 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 343 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 345 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 347 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 359 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 360 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Meningite bacteriana 226 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Meningite bacteriana (Pneumococica) 251 Positivo Positivo @®® [23,6/29,4|84,0/84,3 | Negativo Negativo Negativo Negativo
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Diagndstico HIPII Amostra B-ACTINA | Enterovirus SYBR | Replicas Ct TM(°C) |HV-1/2SYR HHV3 éplicas| Ct | TM(°C) HHV5 DENV's
Neurossifilis 320 Negativo Negativo Negativo | Positivo @O | 31,4 | 79,9 | Negativo Negativo
Nistigmo 327 Positivo Negativo Negativo Positivo @O | 32,5 80,1 Negativo Negativo
Otite 285 Positivo Positivo [ X ] 29,3/29,9 | 83,4/83,6 | Negativo Positivo @O | 32,9 | 79,5 | Negativo Negativo
Pneumonia 308 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Pneumonia,Insuficiéncia espiratéria,Bronquite 325 Positivo Positivo ®O 32 83,2 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Septicemia 311 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Septicemia 248 Positivo Positivo [ X J 29,1/27,9 | 83,9/83,9 | Negativo | Negativo Negativo Negativo
Septicemia 270 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Septicemia 283 Negativo Negativo Negativo Positivo @O | 363 | 79,2 Negativo Negativo
Septicemia 355 Positivo Negativo Negativo Positivo @®O | 30,8 | 80,1 Negativo Negativo
Septicemia (Obito) 299 Positivo Positivo (X J 29,1/28,8 | 83,7/83,7 | Negativo | Negativo Negativo Negativo
Septicemia (Obito) 292 Positivo Positivo [ X J 29,8/29,3 | 83,9/83,7 | Negativo | Positivo @O |34,2,2| 80,1 | Negativo Negativo
Septisemia 221 Positivo Positivo ®O 32 84,3 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Simdrome de ADEM 353 Positivo Positivo ®O 32 84,2 Negativo Positivo @®0O | 31,2 80,1 Negativo Negativo
Sindrome de Guillain Barré 315 Negativo Negativo Negativo Positivo @®O | 315 | 80,1 Negativo Negativo
Sindrome Pertusis,Crise convulsiva 324 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Sindrome Respiratéria 224 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Sindrome Respiratdria 252 Positivo Positivo [ X ] 28,4/28,5 | 83,7/ 83,9| Negativo | Positivo @O | 33,2 | 80,9 | Negativo Negativo
Sindrome Respiratoria 317 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Anemia 240 Negativo Positivo [ X ] 28,5/28,9|83,9/83,9 | Negativo | Negativo Negativo Negativo
Ataxia 304 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Bronquiolite, infecgdo respiratéria, cardiopatia congénita 310 Negativo Positivo ®O 32 83,7 Negativo Positivo @®O | 319 | 79,9 | Negativo Negativo
Bronquite 355 Positivo Positivo @O 33 83,6 Negativo | Positivo ®® 322/31,30,2/80,( Negativo Negativo
Bronquite 356 Negativo Positivo ®O 34 82,9 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Cefaléia 293 Positivo Positivo o0 25,6/25 |83,7/83,7 | Negativo | Negativo Negativo Negativo
Celulite da face 286 Positivo Positivo ( X ] 32/31 |[82,8/83,9| Negativo | Negativo Negativo Negativo
Consulsdo 225 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Convulsdo 255 Positivo Positivo [ X J 26,7/27,3 | 83,6/83,6 | Negativo | Negativo Negativo Negativo
Convulsdo 309 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Gastroenterite 264 Positivo Positivo ( X J 26,4/26,6 | 83,6/83,9 | Negativo | Negativo Negativo Negativo
Febre 222 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Febre 350 Positivo Positivo ®O 31 83,7 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Gastroenterite 271 Positivo Positivo @O 32 83,6 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Infecgdo do trato urinario, sepse 313 Positivo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Infecgdo nas vias aéreas superiores 228 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
Tuberculose 230 Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
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