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das metodologias de imunofluorescéncia indireta (IF ) e reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) em amostras de pacient es provenientes
de areas endémicas do Estado de Sao Paulo, 2010. Te se (Doutorado) —
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Coordenadoria de Controle de

Doencas da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo.

RESUMO

As aplicacbes da reagdo em cadeia pela polimerase (Nested PCR)
foram avaliadas em comparagdo com a pesquisa de anticorpos e isolamento
bacteriano, para o diagndstico de casos fatais com suspeita de riquetsioses
do Grupo da Febre Maculosa (GFM) em amostras de soro. A PCR foi
baseada na especificidade dos iniciadores derivados de uma regido génica
conservada que codifica um antigeno de 17-kDa (htrA). Amostras de soro de
50 casos fatais suspeitos de riguetsioses do GFM foram testadas através da
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para pesquisa de IgG e IgM e Nested PCR
apos extracdo do DNA com kit especifico para extracdo de soro. O
isolamento bacteriano foi realizado quando foram encaminhadas amostras
adequadas para o exame. O fragmento especifico de riquétsias GFM foi
detectado em 40% (20/50) dos soros testados em comparacdo com 22%
(11/50) detectados pelos métodos sorologia e isolamento bacteriano. Os
produtos amplificados foram confirmados pela analise do sequenciamento
de fragmentos de DNA apresentando 100% de identidade com R. rickettsii e
com Grupo da Febre Maculosa. Os resultados obtidos indicam que a
utilizagdo da Nested PCR em amostras de soro aumenta a sensibilidade
para o diagnéstico da FM em casos fatais com suspeita clinica da doenca,

sendo indicada sua aplicacdo em complemento a sorologia e ao isolamento.



Nascimento, E.M.M. Brazilian Spotted Fever. Comparative evaluation of
Indirect Immunofluorescence assay (IFA) and Polymer ase Chain
Reaction (PCR) methodology in human serum samples f  rom endemic
areas of Sao Paulo State.

ABSTRACT

The application of polymerase chain reaction (Nested PCR) assay has
been evaluated in comparison with antibody research and bacterial isolation
for the diagnosis of fatal cases of spotted fever group rickettsiosis in serum
samples. PCR was based on specific primers derived from the conserved
17kDa common antigen gene (htrA). Serum samples of 50 fatal cases
suspected of spotted fever group rickettsiosis infection were tested by
antiboby IgG and IgM (IFA) and Nested PCR after DNA extraction with kit to
specific serum DNA extraction. Bacterial isolation was carried out and the
suitable samples were sent for diagnosis. The SFG rickettsia-specific DNA
fragment was detected in 40%(20/50) of the tested sera, compared to 22%
(11/50) serum samples that were positive by serology and bacterial isolation.
PCR amplicons were sequenced using DNA fragments and confirmed a
100% identity with Rickettsia rickettsii and spotted fever group rickettsiosis.
Results obtained indicate that Nested PCR assay in serum samples
increased spotted fever diagnosis sensibility in the fatal cases with clinical
suspicion thus being recommended as a complementary methodology to
serology and isolation.
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1. INTRODUCAO:

A Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR) é uma doenca
transmitida por carrapatos, potencialmente fatal em humanos e causada pela
Rickettsia rickettsii, uma bactéria intracelular obrigatéria e gram negativa. E
endémica no Canada, Estados Unidos, Meéxico, América Central, Brasil,
Colémbia e Argentina (Paddock et al 2008; Sexton et al. 1993; Walker, 1978).
As riquetsioses estdo amplamente distribuidas pelo mundo em focos
endémicos, emergindo a intervalos esporadicos e de forma epidémica na
populacdo humana. Estdo associadas a diversos artropodes, que além de
vetores, podem atuar como seus reservatorios. Dentre os mamiferos, o homem
inclusive entra acidentalmente no ciclo epidemiolégico das riquétsias
(Magalhaes, 1952; Greene, 1987).

No Brasil, temos uma riquetsiose similar a Febre Maculosa das
Montanhas Rochosas (FMMR), causada por riquétsias do Grupo Febre
Maculosa (RGFM) e transmitida ao homem por carrapatos do género
Amblyomma, principalmente Amblyomma cajennense (Dias et al. 1939).
Constitui um problema de saude publica, ocorrendo em focos naturais em
diversos paises do mundo, onde notificacées de casos esporadicos e pequenos

surtos epidémicos sao continuamente relatados (Fishbein et al., 1984).

Tipicamente o quadro clinico da Febre Maculosa Brasileira (FMB) inclui
febre alta, mialgia, cefaléia, artralgia, j& o exantema tipico pode ser observados
em aproximadamente 30% dos pacientes. A doenca, porém pode evoluir
rapidamente com extrema gravidade comprometendo o funcionamento de
orgaos vitais e levando ao O6bito em poucos dias. A maioria dos O&bitos
associados a FMB ocorre dentro de 10 dias a partir do aparecimento dos
primeiros sintomas, quando os anticorpos especificos no soro ainda ndo séo

detectaveis.



Os anticorpos especificos 1gG para FMB tendem a aparecer apds a
segunda semana de doenca, quando 0 paciente geralmente esta em
convalescenca. Nesta fase 0s testes soroldgicos tém sua principal aplicacao,
constituindo a principal ferramenta para a vigilancia epidemioldgica da doenca.
Na fase aguda ha alta bacteremia e neste periodo a pesquisa do agente

etiologico é o recurso diagnéstico mais indicado.

Os métodos de deteccao direta do agente etiolégico para FM para seres
humanos mais utilizados no Brasil sdo: isolamento bacteriano e
imunohistoquimica. Para o isolamento bacteriano, as amostras devem ser
colhidas, mantidas e transportadas em condi¢cdes que evitem contaminacdes e
mantenham a viabilidade do agente etiolégico na amostra. O processamento
requer repique em ceélulas suscetiveis, seguido de identificacdo do crescimento
através da reacdo de imunofluorescéncia direta ou indireta. A
imunohistoquimica em fragmentos de tecidos também detecta o agente
diretamente apresentando vantagens sobre o isolamento, por ndo exigir a
viabilidade do agente na amostra; possui grande aplicacdo em casos pos
mortem. Entretanto, assim como no isolamento bacteriano, o resultado é
bastante prejudicado pelo uso pregresso de antibioticos, diminuindo
consideravelmente a sensibilidade deste método (Nascimento, 2003;
Nascimento et al., 2004; Marrero et al. 1989; Quesada et al. 2006).

Os métodos moleculares para o diagnéstico da FM em humanos séo
recentes. Os laboratérios de referéncia que realizam o diagnostico de
riquetsioses no Brasil tém utilizado de maneira ainda limitada, restringindo-se
principalmente a projetos de pesquisa (Horta et al., 2004, Labruna et al., 2004,
Nascimento et al., 2005) ou para confirmacao de casos pontuais. Os resultados
obtidos sdo bastante promissores, porém sua aplicacdo a rede publica de
saude para o diagndstico de riquetsioses ainda é restrita pela falta de incentivo
financeiro e auséncia de um protocolo Unico padrdo para os laboratorios de

referéncia.



O presente estudo propde a avaliacdo de um método molecular sensivel
e especifico (Nested PCR) em compara¢do com a pesquisa de anticorpos, para

o diagnostico de casos fatais de riquetsioses do GFM em amostras de soro.

Os resultados permitirdo verificar a utilidade da Nested PCR como
ferramenta diagndstica complementar em casos fatais de pacientes com
suspeita clinica de FM e, possivelmente indicar este protocolo como padréo

para analise em amostras de soro.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. HISTORICO DA FEBRE MACULOSA

A historia da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (FMMR) inicia
no século XIX quando Edward E.Maxcy fez a primeira descricdo clinica da
Febre Maculosa de Idaho, "uma doenca febril caracterizada por uma febre alta
continua e uma erupcao purpurica na pele, aparecendo primeiro nos tornozelos,
pulsos e rapidamente espalhando-se por todas as partes do corpo”. Em 1904
Wilson e Chowning descreveram 126 casos de FMMR e concluiram que o
carrapato do género Dermacentor era o0 responsavel pela transmissdo da
infeccdo. No periodo de 1906 a 1910, Howard Taylor Ricketts realizou uma
série de estudos sobre a doencga, isolando o patdégeno e demonstrando que
este circula entre os carrapatos e mamiferos silvestres. Ricketts comprovou que
carrapatos infectados podem transmitir a doenca transovariamente para sua
prole. Mais tarde, R L Count descreveu achados histopatolégicos fundamentais
em lesbes vasculares de FMMR. Entre 1919 e 1920, Wolbach publicou um
estudo detalhado do agente da FMMR, evidenciando que o0s carrapatos
carregam a bactéria, sendo estas de natureza intracelular e infectam
principalmente células endoteliais. Wolbach nomeou o agente da FMMR como
Demacentoxenus rickettsi. Posteriormente, Brumpt em 1922, propde o nome
Rickettsia rickettsii em homenagem a Howard Taylor Ricketts (Torres FD,
2007).



Em 1924, o fisico Roscoe R. Spencer e o entomologista Ralph R Parker
processaram uma vacina de carrapatos infectados; esta foi a primeira vacina
feita de corpo de artrépodes vetores. No periodo de 1925 a 1948, quando 0s
antibioticos foram efetivamente introduzidos, a vacina Spencer-Parker era o
principal meio de protecao contra a FMMR. A doenca foi identificada na costa
maritima oriental dos Estados Unidos e, posteriormente no Canada, México,
Brasil, Colombia e outros paises do hemisfério ocidental. Os nomes dados as
riquetsioses variam, geralmente fazendo referéncia a origem dos casos, por
exemplo: no Brasil “Febre Maculosa Brasileira” e “Typho Exanthematico de Séo
Paulo”; na Colombia “Febre Petechial de Tobia”; e no México "Febre de Choix”
e “Febre manchada” (Quintal, 1999).

A descoberta de novas ferramentas genéticas e a utilizacdo de testes de
culturas celulares possibilitou a descoberta de novas riquetsioses e erliquioses
nos ultimos 20 anos. David H Walker e Didier Raoult no capitulo 183 do livro
“Principles and Practice of Infectious Diseases” (2004), apresentaram uma
retrospectiva historica das principais doencas causadas por Rickettsias (Tabela
1).

Tabela 1 — Datas historicas das doencas causadas por espécies de Rickettsias

ANO DESCOBERTA AUTORES
_ , Boissier de
1760 Descricdo do typho exantematico
Sauvage
1879 1° caso descrito de typho fluvial Nagayo
Descricdo da Febre Maculosa das Montanhas
1899 Maxcy
Rochosas (FMMR)
1906 Isolamento de Rickettsia rickettsii Ricketts
1909 Papel do piolho do corpo no typho epidémico Nicolle
1909 Descricdo da Febre Maculosa do Mediterraneo (FMM) Conor et al
1911 Isolamento de Rickettsia prowazeki Nicolle
1914 Papel do carrapato na FMM Wilson



1921
1925

1930

1930

1930

1932

1935

1938
1940
1940
1946
1946
1946
1956
1968
1974
1979
1981
1984
1985
1987
1989
1990
1990
1991

1992
1992

1992

Identificacdo de Rickettsia typhi
Descricdo de “tache noire” na FMM

1° isolamento de Orientia tsutsugamushi (R.orientalis)

Papel da larva de acaros na Febre Quintana
Papel das pulgas no Typhus murino
Isolamento de Rickettsia conorii

Descrigcdo do carrapato do Typhus siberiano

Isolamento do Rickettsia sibirica

Rickettsia phagocytophila

Descricdo do Rickettsialpox

Isolamento de Rickettsia akari

Isolamento de Rickettsia australis
Carrapato do Typhus Queensland

Ehrlichia sennetsu

Isolamento de Rickettsia slovaca

Cultura de Rickettsia conorii

Isolamento de Rickettsia helvetica

Ehrlichia chaffeensis

Febre Maculosa Japonesa

Cultura de Rickettsia heilongjamghensis

1° caso de erliquiose humana nos Estados Unidos
Cultura de Rickettsia japonica

1° caso humano de Erliquiose granulocitaria
Isolamento de Rickettsia africae

Febre maculosa das ilhas Flinders
Identificacdo molecular de Ehrlichia ewingii

1° caso de infeccdo por Rickettsia africae

Cultura e identificacdo de Rickettsia conorii

Mooser

Pieri

Nagayo
Kawarimura
Dyer

Brumpt
Shmatikov et al

Krontovuka et al
Gordon
Huebner
Huebner

Plotz e Smadel
Plotz e Smadel
Kobayashi
Brezina et al
Goldwasser
Burgdorfer
Anderson
Mahara

Udida e Walker
Maeda e McDade
Lov

Bakken

Kelly

Stewart
Anderson

Kelly e Raoult
Tarasevitch e

Raoult



1992 Cultura de Rickettsia honei Baird et al

1993 Cultura e identificacdo de Rickettsia sibirica e
Rickettsia mongolotimonae Yu e Raoult

1994 1° caso de Febre Maculosa (transmitidas por pulgas)  Schriefer e Azad
Infeccdo por Rickettsia sibirica e Rickettsia

1996 _ Raoult et al
mongolotimonae

1997 12 infeccdo por Rickettsia slovaca Raoult et al

1997 Cultura de Rickettsia aeschlimanii Beati e Raoult

Tarasevitch e
1999 Febre Astrakhan

Raoult
1999 1° caso humano de E.ewingii Buller
2000 1° caso de infec¢do aguda por Rickettsia helvetica Fournier e Raoult
2000 Cultura de Rickettsia felis Raoult et al
2002 1° caso de infeccao por Rickettsia aeschlimanii Raoult et al
2004 1° caso de infeccdo por Rickettsia parkerii Paddock et al

Em S&o Paulo, a FMB (riquetsiose do GFM) foi descrita pela primeira vez
em 1929, numa area de expansao urbana, onde atualmente estdo localizados
0s bairros paulistanos de Sumaré, Perdizes e Pinheiros. Nesta época recebeu
diferentes denominacdes, sendo o termo “typho exanthematico de Sao Paulo” o
mais frequentemente utilizado na literatura médica da época. Mais tarde, foram
descritos focos na periferia da regido metropolitana da Grande Séo Paulo, como
0os de Mogi das Cruzes, Diadema e Santo André. Com a expansado urbana
nessas areas, esses focos foram desaparecendo, ou tornando-se inativos.

No Estado de Minas Gerais, a doenca ressurge e focos foram descritos
nas décadas de 1930 e 1940 e passou a despertar interesse, sobretudo na
regido do Vale do Jequitinhonha. Atualmente existem focos ativos nos estados
de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e mais

recentemente, em Santa Catarina (Madeira et al., 2004, Silva et al, 2010).



No Brasil foram isoladas e identificadas espécies de Rickettsias,

conforme a Tabela 2 (Labruna, 2009).

Tabela 2 - Rickettsia spp isoladas de carrapatos no Brasil

Ano Rickettsia Espécie de carrapatos Referéncia

2007 R.rhipicephali Haemaphysalis juxtakochi ;ggr?una
Amblyomma dubitatum (como A.cooperi), Horta 2006;

2004,2006, A.aureolatum, A.ovale, A.oblongoguttatum, Labruna

2007 R-bell A.rotundatum,A.humerale, A.scalpturatum, 2004,2007;

A.neumanni, H. juxtakochi, Ixodes loricatus Pinter 2006

Candidatus . . Labruna
2004,2007 “R.amblyommii’ A.cajennense, A.coelebs, A.neumanni 2004, 2007
Rickettsia sp Lab
2004 cepa . Amblyomma dubitatum (como A.cooperi) Zgozuna
COOPERI
Rickettsia Labruna
2006 rickettsii cepa A.aureolatum 2004
TAIACU
Rickettsia sp . Ogrzewalska
2008 cepa AL* A.longirostre 2008
Rickettsia sp
2004 cepa A.longirostre Iéggzruna
ARANHA?

*
Esta rickettsia possivelmente é uma cepa diferente de R.parkeri
*Estas rickettsias s&o possivelmente cepas diferentes da Candidatus “R.amblyommii”

2.2 PATOGENO

A bactéria Rickettsia rickettsii principal causadora da FM, é de vida

intracelular obrigatodria, encontrando-se no citoplasma e menos frequentemente

no nucleo das células hospedeiras. As riquétsias sdo pequenas, medindo

aproximadamente 0,3-1,0 um, pleomoérficas, gram negativas. As paredes

celulares com

uma ultraestrutura de bactéria gram-negativa contem

peptidoglicano e lipopolissacarideos (LPS). Entre as proteinas antigénicas de

R.rickettsii, duas proteinas de superficie rOmpA (190 kDa) e rOmpB (135 kDa)



contém epitopos que sdo alvos da imunidade humoral e sdo as bases
antigénicas para a sorotipagem; outros antigenos fazem parte do GFM (Xu Wb
et al. 1998). A Rickettsia rickettsii, como as outras riquétsias retem a fucsina
basica quando corada pelo método de Gimenez e seu cultivo em laboratorio
requer o uso de hospedeiros de células vivas (modelo animal ou ovos
embrionados) ou linhagens celulares: Vero, L-929, HelLa, WI-38, LLC- MK;, BS-
C-1, HEp-2 entre outras (Johnson et al., 1978: Marrero et al. 1989). Genomas
de véarias Rickettsia spp ja foram sequenciados e este conhecimento tem
contribuido para um melhor entendimento do mecanismo da sua
patogenicidade, podendo auxiliar no desenvolvimento de novas ferramentas
diagndsticas e vacinas (McLeod et al, 2004; Renesto et al, 2005; Torres, 2007).

Por muitas décadas, R.rickettsii foi a Unica espécie de Rickettsia
detectada em carrapatos infectados no Brasil. Recentemente R.belli e R.
amblyommii foram isoladas a partir de carrapatos Amblyomma spp no Brasil, e
hoje ha evidéncias moleculares da existéncia de pelo menos trés espécies
distintas de Rickettsias do GFM no Brasil (Horta M C et al., 2004).

Outras espécies de foram reportadas no Brasil: R.felis — infectando
pulgas, R.parkeri, R.amblyommii, R.bellii, R.rhipicephali — infectando carrapatos.
Todas classificadas como RGFM, com excecdo da R. bellii, espécie que esta
entre o GT e GFM (Labruna 2009).

2.3. MODO DE TRANSMISSAO E PATOGENESE

A bactéria Rickettsia rickettsii é transmitida pela picada de um carrapato,
0 qual atua como reservatorio e vetor do patdgeno. Quando o carrapato pica um
animal para alimentacdo, ocorre o fendmeno de reativagcdo e as riqueétsias
passam do estado de dorméncia: avirulentas, para altamente patogénicas. Este
processo requer um periodo minimo de incubacdo, em média de 6 horas a 10
horas, embora possa se prolongar até 24 horas (Thorner et al., 1998; Torres,
2007).



Existe a possibilidade em humanos de adquirir a infec¢éo por R. rickettsii
através do contato com tecidos ou hemolinfa de carrapatos, pela inalacdo de
aerossois contaminados (ocorréncia somente em laboratorios) ou atraves de
transfusdes sanguineas (Wells et al., 1978; McQuiston et al., 2000).

A infeccdo das células endoteliais ocorre através da adesdo das
riquétsias a membrana endotelial através das proteinas rOmpA — que atua
como adesina. Ja a proteina de superficie rOmpB se liga a receptores celulares
Ku70 especificos promovendo alteragbes na actina do citoesqueleto celular
favorecendo a invasao celular. Posteriormente, ocorre a penetracdo intracelular
através do mecanismo de fagocitose, seguido de proliferagdo e disseminagao
de numerosos focos de infeccao (Silva et al 2010, Walker et al. 2008).

Diversas espécies de carrapatos estao envolvidas na transmissédo da FM,
a saber: nos Estados Unidos o Dermacentor variabilis (carrapato do céo) é o
vetor primario da R. rickettsii; o Dermacentor andersoni (carrapato da madeira)
€ o principal vetor na regido das Montanhas Rochosas no Canada; e o
Rhipicephalus sanguineus (carrapato do cdo) € o vetor primario da R.rickettsii
no México e mais recentemente na regido oriental do Arizona. O Amblyomma
cajennense é o principal vetor nas Américas Central e do Sul. Recentemente, 0
carrapato Amblyomma aureolatum (carrapato amarelo do céo) foi identificado
como possivel vetor da FM na regido de Mogi das Cruzes (leste da regido
metropolitana da Grande S&o Paulo). No municipio de Monte Negro, area
central do estado de Rondbnia houve a deteccdo de riquétsias do GFM em
carrapatos do género Haemaphysalis (Pinter e Labruna, 2006, Labruna et al
2007).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

Na cidade de Sao Paulo (1929), a doenga foi reconhecida pela 12 vez
com relatos de casos circunscritos a areas suburbanas da capital. No Instituto
de Infectologia Emilio Ribas foram notificadas 53 casos no periodo de 1957 a

1974 e 10 casos entre 1976 e 1982 em municipios vizinhos da capital.



Em 1985 foram notificados casos no municipio de Pedreira seguindo-se
registros em Campinas, Sdo Jodo da Boa Vista, Piracicaba, Salto, Mogi das
Cruzes, Santo André, Sao Bernardo do Campo, Diadema, Ribeirdo Pires, Maua.
Outros casos ocorreram nos estados de S&o Paulo (Branchini et al., 1988;
Melles et al. 1999; Lemos, 2001) e Minas Gerais (Galvéo, 1988; Lemos, 1991;
Calic, 2006). Foram registradas ocorréncias nos Estados do Rio de Janeiro
(Goncalves et al., 1981), Espirito Santo (Sexton et al. 1993), Bahia (Plank et al.,
1979) e norte do Parana (Mancini et al., 1983).

Em meados da década de 80, dezenas de casos suspeitos de FMB,
incluindo-se o6bitos, foram registradas na regido de Campinas (nordeste do
Estado de S&o Paulo), na bacia hidrogréafica dos rios Atibaia e Jaguari.

Em 1996, a doenca tornou-se de notificacdo compulséria nas regides de
Campinas (Galvao et al, 2005) e S&o Joao da Boa Vista e, em outubro de 2001
(conforme Portaria n°® 1943 do Ministério da Saude) no Brasil foi incluida na lista
de doencas de notificacdo compulséria nacional. No ano de 2002 tornou-se
doenca de notificagdo compulsodria oficialmente no estado de Sao Paulo, e um
sistema de informatizagao de notificagéo foi implantado em 2007.

No periodo de 2003 a 2008 foram confirmados 240 casos de FMB em
territério paulista, com 71 ébitos e letalidade que variou de 21,9% a 40,0%. A
FMB ocorreu em 61 municipios paulistas, 23 dos quais localizados na regido de
Campinas. Neste periodo a doenca foi mais freqlente no sexo masculino, na
faixa etaria acima de 10 anos de idade. O critério de confirmacéo foi sorologico
em 69% dos casos. N&o foi possivel determinar a situacdo de risco em 17,5%
dos casos (percentual mais elevado nos pacientes que evoluiram para o 0bito).
Observou-se ainda neste estudo, que o percentual de ocorréncia de exantema
foi maior naqueles que evoluiram para cura (43,5%). Houve aumento do
namero de municipios com transmissdo da doenca, porém ndo € possivel
confirmar a ocorréncia da expansao das areas de transmissao ou se os dados
refletem uma melhor capacidade de deteccdo de casos, onde a doenca era
desconhecida (Katz et al., 2009).
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E possivel que no Brasil haja subnotificacéo de casos de FMB em raz&o
das dificuldades no seu diagnostico clinico, devido ao fato da doenca ser
facilmente confundida com véarias outras: meningococcemia, rubéola,
leptospirose, infeccdo por enterovirus, febre tiféide e outros quadros purpuricos
(Melles et al. 1999).

A ocorréncia da FM esta sendo registrada nos estados de Minas Gerais,
Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e, mais recentemente em Santa
Catarina. No periodo de 1995-2003, foram registrados 263 casos da doenca,
com taxa de letalidade de 28% (Guia de Vigilancia Epidemiologica 62 edicéo,
2006; Silva et al., 2010).

Em Minas Gerais, neste periodo, tivemos o registro de 106 casos com
frequéncia maior no sexo masculino (76%), na faixa etéaria de 15 a 30 anos,
letalidade média de 18% e maior incidéncia no més de outubro. A sazonalidade
esteve relacionada com o ciclo evolutivo dos carrapatos, tendo em vista que as
formas infectantes (ninfa e adulto) sdo mais encontradas neste periodo. As
regides com maior numero de casos no estado foram os vales do Rio Doce,
Mucuri e Jequitinhonha, localizados na regido nordeste de Minas Gerais.

Em Sé&o Paulo, de 1995 a 2003 foram registrados 83 casos, a frequéncia
foi maior no sexo masculino (73%), a faixa etaria mais acometida foi de 20-30
anos e letalidade média de 47%. As regides com maior nimero de casos foram
Campinas e Pedreira.

No Rio de Janeiro, durante o periodo de 1980-2003 foram registrados 57
casos, com taxa de letalidade de 23% e, a regido com maior frequéncia foi
Barra do Pirai.

No Espirito Santo, ocorreram surtos nos municipios de Pancas, Barra de
Sao Francisco e Nova Venécia.

No Estado de Santa Catarina, de outubro de 2003 a abril de 2004 foram
notificados 11 casos da doencga, ocorridos na regido do médio Vale do Itajai,
sem registro de 6Obitos. Todos os casos de Santa Catarina, apesar de oligo ou

assintomaticos, foram sorologicamente reagentes, sugerindo uma infec¢do por
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outras riquétsias ndo patogénicas ou de menor patogenicidade que a R.rickettsii
(Guia de Vigilancia Epidemioldgica 62 edi¢édo, 2006; Silva et al., 2010).

Entre 2001 e 2002 ocorreram oito Obitos por FMB confirmados
laboratorialmente (registros do Laboratoério de Riquétsias do IAL e do Centro de
Vigilancia Epidemiolégica/ SP) em localidades situadas tanto na regido de
Campinas, como no municipio de Mogi das Cruzes. Neste Ultimo municipio,
situado a leste da capital, que alberga um antigo foco da doenca (Melles et al.,
1992), foram registrados 4 o6bitos por FMB, provavelmente transmitida por
Amblyomma aureolatum (Pinter e Labruna 2006). Em setembro de 2002, o 6bito
de uma crianga no campus da Escola Superior Luiz de Queiroz — Universidade
de S&o Paulo em Piracicaba (09/2002) e o registro de um caso no municipio de
Ribeirdo Pires em abril de 2003, ambos com confirmacéo laboratorial pelo 1AL
de S&o Paulo, sugerem a existéncia de outros focos no estado de S&ao Paulo.
Em 2004 foram confirmados pelo Laboratoério de Riquétsias do IAL, 42 casos no
estado de Sao Paulo, sendo 11 fatais, 0 maior nUmero ocorreu na regiao de
Campinas, sendo 7 do municipio de Vinhedo.

De acordo com o boletim da Vigilancia Epidemiol6gica

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/cve_fmb.html), 0 ano de 2005 registrou 0 maior

namero de casos (55) no Estado de Sao Paulo, devido a um surto da doenca na
regido de Piracicaba (12 casos). Em 2008 foi registrado o maior numero
absoluto de casos fatais (16 casos).

Nos anos de 2006 a 2008 o numero de casos variou entre 34 e 38, com
taxa de letalidade de 23,5 % (em 2007) a 34,2% (em 2006). Neste periodo, a
regido de Campinas se manteve como principal regido endémica seguido por
alguns municipios da Grande S&o Paulo, Sdo Bernardo do Campo e Diadema.

Os dados epidemiolégicos da FM nos ultimos anos indicam que os focos
da doenca continuam ativos, sendo preocupante o nimero de casos fatais. O
namero de suspeitas clinicas da doenca também aumentou de cerca de 400,
em 2004, para quase 2000 casos nos anos seguintes, evidenciando aumento

na vigilancia da FM aos pacientes, nas regides endémicas.
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2.5. MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes clinicas da FMB apresentam um espectro de gravidade
que varia em funcdo do tempo de evolu¢cdo da doenca, de quadro clinico
brando e inespecifico nos primeiros dias e, com subita progresséo para formas
graves e, frequentemente fatais. A doenca é de dificil diagndstico, sobretudo na
fase inicial. Em virtude de ser uma doenca vascular multissistémica, a FM pode
apresentar um curso clinico variavel, desde quadros classicos a formas atipicas
sem exantemas. O inicio geralmente é abrupto e os sintomas sao inespecificos,
incluindo febre (em geral elevada), cefaléia, mialgia intensa, mal estar
generalizado, nauseas e vomitos. O periodo médio de incubagdo é de
aproximadamente 7 dias, com limites entre 2 a 14 dias (Silva et al 2010).

Tendo em vista a capacidade das riquétsias de infectarem células
endoteliais de todo o organismo, a vasculite disseminada produz apresentacdes
clinicas variadas, sendo observadas manifestacoes: cutaneas,
musculoesqueléticas, cardiacas, pulmonares, gastrintestinais, renais e
neurologicas. A febre € a manifestacdo clinica inicial, durante o curso da
doenga, surgem cefaléia intensa, mialgia, artralgia, astenia, inapeténcia, dor
abdominal, ndusea e vomito. A inespecificidade do quadro clinico inicial, tanto a
FMB gquanto a FMMR sé&o frequentemente confundidas com outras doencas
como: dengue, leptospirose, doenca meningocadcica, rubéola, entre outras.

Febre, cefaléia e exantema constituem a “triade clinica classica” da
FMMR. Entretanto, o exantema ocorre com frequéncia variavel de 44 a 70%
durante a evolucdo da doenca. Menos de 5% dos pacientes apresentam esse
conjunto de sintomas nos primeiros trés dias da doenca.

O exantema, a principal caracteristica da doenca, ocorre geralmente
apos o terceiro dia do inicio dos sintomas. Inicia-se com um padréo
maculopapular acometendo punhos, tornozelos e, posteriormente, palma das
maos e planta dos pés. Com a progressdo da doenca observa-se uma

tendéncia de disseminacdo centripeta do exantema, com acometimento dos

13



bracos, pernas e tronco e a evolugdo para um padrdo petequial difuso,
indicando a progresséao da lesdo endotelial (Fig 1).

Figura 1 - Exantema petequial da FMB

Angerami,R.N. - Campinas State University/UNICAMP

Angerami,R.N. — Campinas Staie University/UNIC AMP

Fonte: Angerami RN — UNICAMP, Sao Paulo, 2007.

A taxa de letalidade da doenca nos EUA parece ser menor do que a
observada no Brasil. Para FMMR, as taxas de letalidade variam de 20 a 66%
em casos néo tratados e de 4 a 10% em casos tratados inadequadamente.

No caso da FMB, observam-se elevadas taxas anuais de letalidade
alcancando 75% no Estado de Séao Paulo e, 80% no estado de Minas Gerais.
Recentemente, a letalidade média € de 27% no Brasil, variando de 24% no
estado de Minas Gerais, 34% no Rio de Janeiro, 25% no Espirito Santo e 36%
no Estado de Sao Paulo. Acredita-se que a elevada letalidade da FMB, deva-se
a demora no diagnéstico com consequente atraso na terapia especifica,
limitacbes das formulacbes terapéuticas disponiveis e possibilidade de
viruléncia maior da R rickettsii no Brasil (Angerami et al, 2008, Silva et al 2010).

2.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL
Os recursos laboratoriais disponiveis para o diagnostico das riquetsioses

baseiam-se na deteccdo sorolégica ou etiolégica do agente causal. Os testes

sorolégicos usuais possibilitam reconhecer os principais grupos de riquétsias,
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GFM e GT, porém, ndo permitem a identificagdo da espécie do agente.

Véarias metodologias foram desenvolvidas para o diagndstico das
riquetsioses como: reacdo Weil Felix, Fixacdo do Complemento (FC),
Hemaglutinacdo Indireta (HI), ELISA, Microimunofluorescéncia, Western
Immunoblotting e Imunofluorescéncia indireta (IFl). A metodologia da HAI
detecta anticorpos IgG e IgM, porém a aglutinagdo € mais eficiente com
anticorpos IgM, a FC possui baixa sensibilidade especialmente na fase precoce
da doenca, em especial para a FMMR, podendo ser utilizada em estudos
soroepidemioldgicos (La Scola et al., 1997; Walker et al., 1978).

A microimunofluorescéncia modificada por Wang 1978 foi sugerida para
identificar varios agentes causadores de riquetsioses simultaneamente. Esta
metodologia detecta anticorpos IgG e IgM para varios antigenos riquetsiais
(acima de nove) na mesma aliquota de soro e pode ser utilizada para
diagnosticos de casos da doencga e estudos soroepidemiologicos (Philip et al.,
1978; Wang et al., 1978; Orsmsbee et al., 1977).

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) detecta anticorpos IgG e
IgM; € amplamente utilizada em centros de referéncia para riquetsioses como
Center for Disease Control and Prevention (CDC) Atlanta/ EUA e muitos
laboratérios de Saude Publica. E uma metodologia simples e econdmica, possui
uma sensibilidade de até 90% podendo ser utilizada no diagndstico da doenca e
em estudos soroepidemiologicos, A RIFI também pode ser utlizada para
identificacdo indireta do crescimento bacteriano no isolamento em cultura de
células (Brezina et al., 1985; La Scola et al. 1997).

Na escolha da metodologia sorologica a ser utilizada no diagnostico da FM
devem ser consideradas a sensibilidade, especificidade e a duracdo do periodo
necessario para o aparecimento de titulos de anticorpos detectaveis.

Para confirmacdo apdés a triagem recomendam-se testes com alta
especificidade, evitando falsos positivos, nestes casos, para 0S ensaios

imunoldgicos, deve-se considerar a quantidade e custo dos antigenos
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necessarios e o material minimo requerido (Nascimento, 2003; La Scola et al.
1997).

Diferentes riquetsioses podem apresentar manifestacfes clinicas
semelhantes e a escolha da metodologia soroldgica deve seguir uma avaliagao
criteriosa, tendo em vista que determinados antigenos podem fornecer resultados
positivos em funcdo da existéncia de reacdes cruzadas entre as riquétsias
(Johnson et al. 1978; Walker et al. 1978).

Além da metodologia soroldgica tradicional, a introdu¢do da metodologia
molecular tem proporcionado aumento da sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da Febre Maculosa. Atualmente vem sendo implementada em centros
de pesquisa como uma importante ferramenta para vigilancia epidemioldgica das
riquetsioses, em relacdo aos aspectos ambientais (espécies envolvidas, agentes
sentinelas, como vetores e hospedeiros) e na saude humana (aprimoramento do
diagnostico).

Uma das primeiras aplica¢des da biologia molecular foi para identificacéo e
caracterizacdo das espécies de riquétsias que causam impacto na saude
humana. Foi proposto um método capaz de identificar nove espécies dentro do
GFM, através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), cuja regido génica
alvo foi o gene ompA (codifica uma das principais proteinas antigénicas de
superficie de 190 kDa), seguido de andlise dos tamanhos dos fragmentos apés
digestdo com enzimas de restricdo especificas (PCR-RFLP). Posteriormente, a
combinacgdo deste método com outro PCR-RFLP, que analisa fragmentos do gene
que codifica a proteina de superficie rOmpB (120 kDa), permitiu a identificacéo de
26 espécies dentro do GFM, porém nao foi possivel identificar as espécies R.
africae e R. parkeri (Eremeeva, et al., 1994).

Com o desenvolvimento do sequenciador automatico, a analise das
sequéncias dos produtos amplificados tornou-se mais acessivel para a
identificacdo das riquétsias. Apos a andlise do genoma de varias espécies de

riquétsias, tanto do GFM como GT, cinco (5) genes foram propostos para serem
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utilizados na identificacdo das riquétsias: a regido que codifica o 16S rRNA, a
proteina de 17kDa, a citrato sintase, os antigenos de superficie ompA e ompB.

A analise da sequéncia do 16S rRNA é util para identificar o género, nao
sendo ideal para identificagcdo da espécie, pois trata-se de uma regido bastante
conservada entre o género Rickettsiae (Roux, et al., 1995).

O gene da citrato sintase (gltA) € um dos principais alvos utilizados
atualmente, constitui de regides conservadas flanqueando regides polimérficas
possibilitando, de acordo com o desenho dos primers, a identificacdo do género,
do grupo, bem como de muitas espécies, porém nao todas (Roux, et al., 1997).

As sequéncias de nucleotideos na regido 5’ final dos antigenos 190-kDa
(ompA) e 120-kDa (ompB) possuem importantes diferencas génicas, bem como
sequéncias repetitiva, permitindo a distingdo de quase todas as espécies do GFM,
inclusive variacdes intraespécies entre isolados, como ja foi descrito para R.
conorii e posteriormente R. rickettsii (Eremeeva et al., 1994).

Em estudos de filogenia, recentemente estdo sendo pesquisadas também
variacbes genéticas no gene D, o qual codifica uma proteina antigénica
termoestavel PS120. A analise de sequéncias variantes neste gene possui as
mesmas aplicacdes que o ompA e ompB (Sekeyova et al., 2001).

O gene que codifica o antigeno 17-kDa é uma das regides génicas mais
estudadas no genoma da riquétsias, estando presente tanto no GFM como GT.
Trata-se de uma regido génica muito conservada, porém com divergéncias entre
GFM e GT. Na Figura 2 é possivel observar o alto grau de homologia dentro do
GFM e os pontos de divergéncia entre GFM e GT.

Alguns dos métodos moleculares mais sensiveis se baseiam nas regides
17-kDa e sao utilizados na vigilancia epidemioldégica ambiental (vetores e
hospedeiros) e para o diagnéstico em amostras clinicas humanas (Tzianabos et
al., 1989; Schattner et al., 1992; Leitner et al., 2002; Labruna et al., 2004, Blair et
al., 2004; Eremeeva et al., 2006).
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Figura 2. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos para o gene riquetsial
17-kDa.
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Re 351 400
Rt 347 A e AT cT 396
p 348 A 5 A T c 397
Rr 401 ACCTANTAAR ACTTATAGRA ATAGCACTGG TCAATATITGC CGTGAGTACA 450
Re 401 450
Rt 397 6 c T A A 4ss
Rp 398 (=] C TG A A 447
RE 451 CTCARACAGT TGTAATAGGC GGAAAACAAC AMAAAGCATA CGGTAATGCA 500
Re 451 500
RE 447 G chA T oA 496
Rp 448 A - == 7 94
Re 501 TGCCG CTGACGGACA ATGG GTGAATTGA 539
Re 501 e ELRE 539 99.6%
RE 497 515 88.7%
Rp 495 T T e 533 88,11

Foram alinhadas sequéncias de R. rickettsii como referéncia e nas
linhas seguintes apenas o0s nucleotideos que diferem. Estéo
indicados delecdes (-) e inser¢des (.). As sequéncias alinhadas
sdo: R. rickettsii (Rr), R. conorii (Rc), R. typhi (Rt) e R. prowazekii.
Estéo indicados regides promotoras (-35 e -10), sitio de iniciacdo
(+1), metionina iniciadora (fMet) e regido de anelamento dos
primers utilizados neste estudo (Nested PCR), externos em preto e
internos em vermelho (Anderson et al., 1989).
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3. RETROSPECTIVA LABORATORIAL

No ano de 1985, o Laboratério de Riguétsias do IAL reinicia as atividades
tendo como principal atribuicdo realizar o diagnéstico sorolégico em amostras
de individuos com suspeita de FMB, provenientes de areas endémicas do
estado de S&o Paulo e de outros estados do Brasil.

Um estudo retrospectivo da analise soroldgica no laboratdrio mostra que
a principio utilizava-se a reacédo de Weil Felix, metodologia de facil execucéo e
baixo custo, entretanto com baixa sensibilidade e especificidade. Tornou-se
entdo necessaria a implantagdo de uma nova metodologia mais especifica e
sensivel. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) passou a ser utilizada
para o diagnéstico das riquetsioses utilizando-se antigeno especifico para o
Grupo da Febre Maculosa ou para Grupo Tifo. A RIFI para FM foi padronizada e
implantada sendo utilizado antigenos de Rickettsia rickettsii (cepa Sheila Smith)
fornecido pelo CDC/Atlanta-EUA.

Em 1989, o laboratdrio passou a ser Centro Colaborador da Organizacao
Panamericana de Saude e da Organizacdo Mundial de Saude no Sistema de
Vigilancia Global das Riquetsioses e Referéncia Regional das Riquetsioses,
com a principal missdo de realizar diagnésticos soroldgicos e etiolégicos das
riquetsioses em amostras de pacientes procedentes de areas endémicas dos
estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana e Goias, com énfase no
diagndstico soroldgico da FMB.

Com o decorrer dos anos, novas areas endémicas foram sendo
descobertas, novos estudos e conhecimentos sobre a doenga foram adquiridos,
levando a busca por melhoramentos no diagndstico visando obtencdo de
resultados mais precisos e conclusivos.

Em 1999, a Pesquisadora Heloisa H B Melles estabeleceu no laboratorio
de Riquétsias do IAL uma metodologia para o isolamento de riquétsias em
cultura de células Vero “shell vial’, a partir de amostras de coagulo ou biopsia

de pele resultando no primeiro método de diagnostico precoce e na fase aguda
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da doenca. Observa-se nesta fase, a alta riquetsemia ocorre quando ainda néao
h& anticorpos detectaveis no soro. O isolamento em cultura celular foi
padronizado através da inoculagdo de amostra padrdo de Rickettsia rickettsii,
cepa Sheila Smith (CDC) e, posterior identificacdo feita através da RIFI. A
presenca de microorganismo com coloracdo verde fluorescente visualizado no
interior do citoplasma das células caracteriza o crescimento do agente.
Posteriormente, a metodologia foi consolidada na rotina para do isolamento do
agente da FM em amostras de bidpsia de pele de paciente, bem como de
amostras de carrapatos do género Amblyomma, considerado como reservatério
e transmissor da doenca no Brasil (Lemos et al.,, 2001). A metodologia
permaneceu na rotina para diagnostico da FM no laboratorio, possibilitando ndo
somente a deteccao da doenca precocemente, mas a construcdo de um banco
de isolados viaveis de regides endémicas do Brasil, 0 qual sera alvo de estudos
sobre caracterizacao e filogenia das riquétsias brasileiras.

Devido a exclusividade no diagnéstico da FMB, a casuistica anual do
Laboratorio de Riquétsias reflete diretamente a situacdo epidemioldgica nos
Estados de S&o Paulo e Santa Catarina, sendo a principal ferramenta de apoio
aos Centros de Vigilancia Epidemioldgica.

Em 2004, de 415 exames soroldgicos realizados, 40 foram positivos,
sendo 35 (35/393 - 8,90%) do Estado de S&o Paulo e 5 (5/22 - 22,73%) de
Santa Catarina (LACEN-SC), dos 106 isolamentos realizados, 10 foram
positivos. As principais regides que encaminharam amostras com pedido para
exame de Febre Maculosa foram Campinas (IAL) com 279 (28 positivos), Rio
Claro (IAL) com 81 (5 positivos), Grande Sao Paulo com 66 (14 positivos).

Em 2005, de 1368 exames soroldgicos realizados, 77 foram positivos,
sendo 52 (52/1314 - 3,96%) do Estado de S&o Paulo e 24 (24/53 — 45,28%) de
Santa Catarina (LACEN-SC), dos 335 isolamentos realizados, 8 foram positivos.
As principais regibes que encaminharam amostras para exame de FM foram
Campinas (IAL) com 778 (25 positivos), Rio Claro (IAL) com 480 (12 positivos),
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Grande Sao Paulo com 311 (14 positivos), Sorocaba (IAL) com 152 (1 positivo)
e Santo André (IAL) com 77 (3 positivo).

Em 2006 foram realizados 1727 exames sorolégicos em casos suspeitos,
sendo 67 confirmados e, 32 isolamentos com 5 positivos. Em SP, 27 de 1551
foram confirmados sendo que 8 evoluiram para 6bito. Em SC, 36 de 132 foram
confirmados ndo sendo constatado nenhum caso de oObito. Em relagdo a
procedéncia dos pedidos de exame em SP, as principais regides foram
Campinas 789 (16 positivos), Grande S&o Paulo 255 (6 positivos) e Rio Claro
268 (2 positivos). Casos positivos foram detectados também em Santos (1),
Caraguatatuba (1) e S&o José do Rio Preto (1).

Em 2007 foram confirmados pela sorologia 68 casos de 972 suspeitos e,
7 de 79 pelo isolamento. Em SP, foram confirmados 27 de 855 casos sendo 7
casos fatais. Em SC, 45 de 124 novos casos foram confirmados, ndo ocorrendo
casos fatais. Foram realizados 555 (17 positivos) da regido de Campinas, 111
(3 positivos) da Grande Sao Paulo, 75 (3 positivos) da regido de Rio Claro.
Casos positivos detectados também em Candido Mota (1), Marilia (1), Ourinhos
(1) e Ubatuba ().

Em 2008 foram confirmados pela sorologia 56 de 748 suspeitos e, 5 de
59 foram confirmados pelo isolamento. Em SP, 39 de 626 foram confirmados
sendo que 5 casos evoluiram para 6bito. Em SC, 15 de 57 novos casos foram
confirmados. Foram realizados 402 (18 positivos) exames da regido de
Campinas, 87 (13 positivos) da Grande Séo Paulo e 39 (5 positivos) da regido
de Rio Claro, outros 5 casos foram detectados da regido de Marilia.

Os dados laboratoriais mostram que a FMB é uma doenca de impacto na
saude publica no Estado de S&o Paulo, onde h& ocorréncia de casos fatais.
Apesar de ter ocorrido uma tendéncia de queda no numero total de pedidos de
exames entre 2007 e 2008, sugerindo menor nimero de casos suspeitos, 0
namero de casos positivos, incluindo 6bitos permanece significativo, tendendo a
aumentar com a utilizacdo de novas metodologias diagndsticas mais sensiveis
(Fig3 AeB; Fig4AeB;Figh AeB).
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Figura 3 — NUmero de exames para diagnostico de FMB realizados no
Laboratério de Riguétsias do Instituto Adolfo Lutz no periodo de 1985-2008. Em

A o numero total, em B, nimero de casos confirmados.
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Fonte: Santos, FCP- Laboratério de Riquétsias, 2009
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Figura 4 — Distribuicdo dos casos suspeitos e casos confirmados de FMB em
relacéo a procedéncia no ano de 2007 (A) e 2008 (B).
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Fonte: Santos, FCP- Laboratério de Riquétsias, 2009
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Figura 5 - Distribuicdo dos casos suspeitos (em A) e confirmados (em B) de

FMB, pelos meses do ano, de 2004 a 2008.
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4. JUSTIFICATIVA

Os dados registrados no Laboratorio de Riquétsias indicam que em
determinadas situacdes o0s exames laboratoriais usualmente empregados
(cultura em células Vero “shell vial” e sorologia pela RIFI) ndo permitem o
diagndstico conclusivo dos casos que apresentam clinica compativel com FMB,
tornando-se entdo necesséario a busca de novas metodologias de avaliagéo
diagnostica, que possibilitem auxiliar e fornecer resultados mais precisos e
conclusivos, particularmente em casos fatais, quando as amostras séo
limitadas.

Segundo La Scola e Raoult 1997, a metodologia PCR deve ser uma
alternativa para o diagnostico precoce da doenca, possibilitando a deteccéo
antes da soroconversao.

Em 2005, Nascimento e colaboradores, utilizando a PCR, verificaram a
presenca de Rickettsia rickettsii em amostra de sangue humano de alguns
pacientes com FMB confirmado pela sorologia (RIFI) com antigeno fornecido
pelo CDC e isolamento em cultura de células Vero. As regides génicas ompA e
ompB foram sequénciadas confirmando a espécie envolvida.

Esses dados iniciais indicam que as metodologias moleculares poderéo
acrescentar sensibilidade e especificidade aos métodos tradicionais utilizados
para o diagnéstico da FMB, contribuindo para melhor entendimento da doenca
em seus aspectos epidemioldgicos, clinicos, permitindo um delineamento

adequado de estratégias de prevencéo e de controle da doenca.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi de avaliar a aplicabilidade do teste Nested
PCR para deteccdo molecular de Riquétsias do Grupo da Febre Maculosa

Brasileira em casos suspeitos da doenca, que evoluiram para obito.
5.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste projeto foram:
= Utilizar a reacdo de Nested PCR em amostras de soro para
pesquisa de riquétsias do GFM em amostras de pacientes suspeitos de FMB,
que evoluiram para 6bito;
= Confirmar os casos positivos através do sequenciamento dos
fragmentos amplificados e analise do grau de similaridade com riquétsias do

GFM através dos bancos gendémicos publicos;

= Comparar os resultados da Nested PCR com os obtidos pela

sorologia e/ou isolamento em cultura de células.
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6. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

6.1. Casuistica

O grupo de estudo foi constituido por 50 individuos com suspeita clinica
de FM que apresentaram sintomatologia grave e evoluiram para o6bito (< 10
dias), de regides sabidamente endémicas para a doenca. As amostras destes
pacientes foram encaminhadas ao Laboratério de Riquétsias do IAL entre os
anos de 2006 a 2009, para a realizacdo dos testes de sorologia por
imunofluorescéncia indireta e/ou isolamento em cultura de células, os quais sado
oferecidos a rede publica de saude pela Instituigao.

A idade dos pacientes variou entre 2 e 73 anos (36,65 + 21,59), de

ambos os sexos, sendo 36 (72%) do sexo masculino ( Apéndice 2 ).

6.1.1. Aspectos Eticos

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte do conjunto de
amostras encaminhadas ao Laboratério de Riquétsias do IAL para diagndstico
laboratorial da FMB através dos exames disponiveis a rede publica de saude, a
saber: a sorologia pela RIFI e isolamento de RGFM. Com a mesma finalidade
pelas quais foram colhidas também e, foram testadas com a metodologia
complementar proposta neste estudo.

O presente trabalho contou com a colaboracdo dos médicos sanitaristas
e infectologistas: Dr Rodrigo Nogueira Angerami do Nucleo de Vigilancia
Epidemiolégica da UNICAMP, em Campinas e Dra Gizelda Katz do Centro de
Vigilancia Epidemiologica de Séo Paulo; e apoio e aprovacdo da Coordenacgao
Geral de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB) da Secretaria de Vigilancia

em Saude do Ministério da Salde.
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Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com seres humanos - CEPIAL do Instituto Adolfo Lutz (Projeto de Pesquisa n°
CCD-BM 48/07, protocolo n°34/2009) — Apéndice 1

6.2. Material e Métodos

6.2.1. Amostras Clinicas

Foram utilizadas amostras de soros de pacientes com suspeita clinica de
FM, encaminhadas pela rede publica ao Laboratério de Riquétsias para
diagnéstico sorolégico de FM no periodo de 2006 a 2007. O grupo analisado foi
constituido por 50 amostras de soro de pacientes com suspeita de FM que
evoluiram a Obito em até 13 dias a partir do surgimento dos sintomas. Os soros
foram processados durante a rotina do laboratério para pesquisa de anticorpos
especificos para GFM através da RIFI. Amostras de coagulos e/ou de biopsias
de lesBes foram processadas para o isolamento em cultura de células (quando

foram enviadas).

6.2.2. Pesquisa de Anticorpos contra FM - RIFI

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi utilizada para deteccao
dos titulos de anticorpos anti-R. rickettsii IgG e IgM nos soros humanos. Os
antigenos utilizados para confeccdo das laminas de RIFI foram produzidos no
Laboratorio de Riquétsias do IAL a partir de isolado de amostra clinica e
caracterizado por sequenciamento de DNA nas regibes ompA, ompB e gltA
como R. rickettsii (Nascimento et al., 2005). Na RIFI, uma aliquota de soro foi
diluida em PBS (diluicdo seriada a partir de 1:64) e, em seguida colocada
sobre a lamina contendo os antigenos de riquétsias. Apos incubacéo em estufa
(37°C, 30 minutos) a lamina foi lavada com PBS. A cada lamina foi adicionado o

conjugado especifico (globulina anti IgG ou IgM humana marcada com
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fluoresceina) diluido no corante Azul de Evans (0,01%). Apds nova incubacgao
(37°C, 30 minutos) e lavagem com PBS, as laminas foram cobertas com
laminula com glicerina tamponada (com 10% de PBS) na interface (Philip et al.
1976). A leitura da lamina foi realizada em microscépio de fluorescéncia modelo
LABOPHOT da marca NIKON no aumento de 10 e 40X. Foram observadas nos
casos positivos: Riquétsias intra e extracelulares com formato caracteristico do
GFM (predominantemente cocobacilos), fluorescentes, de contornos regulares
e coloracdo verde-macd, densa e brilhante; e nos casos negativos: auséncia de
fluorescéncia intra e extracelular compativel com o formato caracteristico do

GFM. Foram considerados positivos 0s soros com titulos >64.

6.2.3. Isolamento para Riquétsias do GFM - “Shellv  ial”

No sistema “shell vial” modificado por Melles et al 1999, foram utilizadas
células Vero (rim de macaco verde africano) e um tubo de vidro de 14 mm de
didmetro com aproximadamente 100 mm de altura, no fundo do qual foi
adaptada uma laminula circular de 12 mm de didmetro aderida com
aproximadamente 1x10° células Vero (1 ml de cultura) e 1 ml de meio de
manutencdo, meio MEM (GIBCO/BRL). Apés um dia de cultivo das células
Vero, o meio foi descartado e adicionado sobre a monocamada de células Vero
0,1 - 0,3 ml de coagulos sanguineos e ou fragmento de bidpsia de pele
homogeneizado em meio BHI. Em seguida, os tubos foram centrifugados (700g,
60 min, 25°C), e adicionado de 1 ml de MEM acrescido de 5% soro fetal bovino,
10 pg/ml de glutamina, 10 pug /ml de vancomicina e 20 pug /ml de estreptomicina.
As culturas foram incubadas a 37°C por 5 dias.

ApoOs o periodo de incubagéo, um tubo de cada amostra juntamente com
0 controle positivo e negativo teve o meio de cultura descartado e foram fixados
em acetona (resfriada por 4 a 8 °C) por 10 min. Em seguida, a RIFI (utilizando-
se soro humano sabidamente positivo e conjugado anti IgG marcado com

fluoresceina) foi realizada sobre as laminulas circulares internas aos tubos
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contendo a cultura celular. As amostras positivas apresentaram em analise no
microscopio de fluorescéncia (modelo LABOPHOT da marca NIKON no
aumento de 10 e 40X) um padrdao de fluorescéncia que caracteriza o
crescimento geralmente em foco de bactérias de tamanho e forma compativel
com riguétsias do GFM e a negativa auséncia de fluorescéncia intra e

extracelular compativel com o formato caracteristico do GFM.

6.2.4. Extracdo do DNA em amostras de soro

Para rapida e eficiente purificagdo de acido nucléico viral em amostras
livres de célula, o DNA foi extraido de acordo com o protocolo do Kit PureLink
™ Viral RNA/DNA (Invitrogen). Brevemente, a 200 upL de soro foram
adicionados 200 pL do tampao de lise (kit) e 25 pl de proteinase K (17,8
mg/mL), seguido de incubacao a 56C por 15 min. Apd s a incubacéo, 250 yL de
etanol absoluto foram adicionados. A mistura foi agitada no vortex e adicionada
a coluna seguida de centrifugacdo rapida. A coluna foi lavada e o DNA foi
eluido com 25 pL de agua estéril livre de RNAse e DNAse (kit), ap6s incubacéo
por 1 min a temperatura ambiente e centrifugacdo a 14.000g por 1 min. A
solucdo de DNA foi armazenada a -70C até o momento do uso (Sambrook et
al. 1989).

6.2.5. Diagnostico Molecular — Nested PCR

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho visaram maior
sensibilidade para deteccédo dos agentes, por isso foram escolhidos protocolos
de Nested PCR que adicionam ao método uma sensibilidade de até 100 vezes
em relagdo ao PCR simples (Choi et al., 2005). Os protocolos utilizados neste
trabalho foram otimizados no Viral and Rickettsial Zoonoses Branch, Division of

Viral and Rickettsial Diseases, National Center for Infectious Disease, Center for
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Disease Control and Prevention, Atlanta, Estados Unidos da América, sob a
orientacdo direta dos pesquisadores Dr Gregory A. Dash e Marina E. Eremeeva

e constaram do treinamento realizado por mim de janeiro a marco de 2007.

Para identificacdo de RGFM foram utilizados os primers Rrl7-122 e
Rr17-500 e internos TZ15 e TZ16 (Tabela 3) (fabricado por: Integrated DNA
Technologies, Inc, Coralville, IA, USA), os quais amplificam um fragmento de
402pb e 246pb respectivamente do gene que codifica o antigeno de membrana
principal 17kDa (Tzianabos et al., 1989). O volume final de reacao foi de 25 pL.
Na primeira reacao, pipetou-se o tampéo da PCR 2X (Master Mix ready-to use,
Fermentas, Life Sciences -California, USA, contendo 0,05 U/ uyL de Taq DNA
polimerase em 4mM de MgCl, e 0,4 mM de cada deoxinucleotideo — dNTPS),
0,4 uM de cada primer (Rr17-122 e Rr17-500), e 2 uL do DNA , acertando-se o
volume final com agua MilliQ estéril. A primeira reacdo de amplificacdo foi
realizada no Termociclador PxE Thermal Cycler — ThermoHybaid, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA, com programa de: incubacéo inicial de 95°C
por 5 min, 40 ciclos de 40s a 95°C, 40s a 55°C e 1 min a 72°C, e extenséo final
de 5 min a 72°C. Os primers Rr17-122 e Rr17-500 correspondem aos residuos
67-89 e 448-469 da sequéncia DQ926852.1(BLAST), do gene do antigeno de
superficie 17kDa de Rickettsia prowazekii e foram desenhados para detectar
RGFM e do Grupo Tifo (GT) (Blair et al., 2004).

Para a segunda reacéo, pipetou-se o tampdo Master Mix 5X, 0,4 uM de
concentracdo final de cada iniciador (TZ15 e TZ16), e 4 uL do produto do
primeiro PCR , acertando-se o volume final com agua MilliQ estéril. A segunda
reacdo de amplificacdo foi realizada com programa de: incubagéo inicial de
95°C por 5 min, 30 ciclos de 40s a 95°C, 40s a 55°C e 1 min a 72°C, e extenséo
final de 5 min a 72°C. Os primers TZ15 e TZ16 correspondem aos residuos 82-
101 e 309-328 da sequéncia AB516961.1 e foram desenhados para detectar

exclusivamente riquétsias do GFM.
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Os produtos da amplificacdo foram visualizados através de eletroforese
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL), utilizando
tampdo TAE 1X (pH 8.0; 40 mmol/L Tris-acetato, 1 mmol/L EDTA). A
visualizacdo do gel e a documentacéo foram efetuadas no programa LabWorks,
com um sistema de captura de imagens (Image Acquisition and analysis
software) da UVP, Inc CA, USA.

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para Nested PCR.

Nome do Gene Tamanho do
Aplicacao Primer AIVO Sequéncia de nucleotideo (5'-3") produto
amplificado (bp)

Identificagio R17-122 CAGAGTGCTATGAACAAACAAGG
deRickettsia 402

P R17-500 17.kDa CTTGCCATTGCCCATCAGGTTG

(htrA)

Identificacdo 17 15 TTCTCAATTCGGTAAGGGC
deRickettsia

GEM TZ 16 ATATTGACCAGTGCTATTTC 246

O produto amplificado no segundo PCR foi purificado utilizando o sistema
Wizard PCR Preps (Promega, Madison, WI) e ambas as fitas de DNA
sequenciadas (3'-5' e 5'-3') utilizando-se o Kit Big Dye Terminator Sequence
(Hall, T.A 1999) de acordo com o protocolo do fabricante. Os sequenciamentos
foram realizados utilizando o sequenciador automatico ABI Prism 377 (Perkin-
Elmer Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram editadas
manualmente com auxilio do programa Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty
Ltd, AU) e BioEdit Sequence Alignment Editor (Tom Hall Ibis Therapeutics,
Carlsbad, CA) (Hall, T.A. 1999) e alinhadas através do programa MEGALIGN
(DNASTAR, Inc. Madison, Wis. USA) com sequéncias correspondentes as
riquétsias do GFM depositadas nos bancos gendmicos (GenBank) para
confirmacdo do resultado pelo grau de similaridade (Tzianabos et al., 1989 ;
Blair et al., 2004a e b; Eremeeva 2006a e b; Wikswo et al.,2007).
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6.2.6. Diagnostico Molecular — Controle de Qualidad e

Para evitar contaminagcdo cruzada, os procedimentos foram realizados
seguindo as boas praticas de laboratorio recomendadas para diagndéstico
molecular (Kwok et al.,1989), em trés ambientes isolados com equipamentos e
reagentes exclusivos, a saber. um para extracdo de DNA das amostras e
adicao do 1° template; um livre de DNA, para preparo dos reagentes para
reacdo de PCR; e um para atividades pdés PCR como: aplicacdo da amostra na
reacdo de Nested (fluxo exclusivo), identificacdo dos produtos da PCR e

purificacdo dos produtos para o sequenciamento.

Durante todo o procedimento, foram utilizadas ponteiras com filtro
resistente a aerossois (Axigen Scientific. Inc., Union City, CA, USA), aventais
exclusivos para cada sala, luvas de procedimento sem talco. A recomendacgao
para utilizacdo dos ambientes em fluxo unidirecional foi respeitada como:

preparo das amostras, preparo de reagentes e analise dos produtos.

Os tubos com produtos pés-amplificacdo foram centrifugados antes de
serem abertos na area exclusiva para analise de produtos e foram abertos com

auxilio de gaze exclusiva para cada tubo.

Previamente a analise das amostras, o controle positivo (isolado em
cultura celular) foi utilizado para validagcdo das reacdes. Uma vez validada a
metodologia, o controle positivo (isolado de um coagulo sanguineo 1413-04) foi
diluido seriadamente sendo utilizado durante as reacdes a aliquota de menor

concentracao detectada.

Foram utilizados controles de reagentes (sem template) para avaliacao e
controle de qualidade das salas utilizadas, incluindo a sala de aplicagdo do
Nested PCR.
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7. RESULTADOS

7.1. Pesquisa de Anticorpos contra FM

Entre as amostras selecionadas para o estudo foram identificadas trés
amostras de soro positivas para FM, com 1gG e IgM 2128 (amostras 3, 9 e 44)
e 1 com resultado 1gG negativo (<64) e com IgM =128 (amostra 7), a qual foi
considerada como positiva neste estudo, porém com uma ressalva da
possibilidade de se tratar de reacao cruzada inespecifica.

As 46 amostras restantes foram negativas. A amostra 46 teve como
resultado IgG <64 e IgM =64 e foi considerada como negativa de acordo com o
critério adotado neste estudo (casos positivos IgG e/ou IgM >64) (Apéndice 2 )

Figura 6 — Deteccdo de anticorpos contra riquétsias do GFM em amostras de

soro de paciente com suspeita clinica da doenca e identificacdo pela RIFI

Em A - controle negativo, 1gG (10X); B- controle negativo (40X); C- controle
positivo,IgG (10X); D- controle positivo (40X) Fonte: Santos F C P et al
Fotomicroscépio Zeiss, modelo Axioskop 2 plus, Fotografado por Dra Jussara Bianchi
Castelli do Laboratério de Patologia do InCor-HCFMUSP.
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7.2. Isolamento de Riquétsias do GFM

Entre os 50 casos estudados, 14 (28%) tiveram amostras processadas
para o isolamento de riquétsias em cultura celular.

Das amostras selecionadas para este estudo 8 (57%) foram positivas no
teste de isolamento bacteriano (Apéndice 2 ).

Figura 7 — Detecc¢do de riquétsias do Grupo da FMB através do isolamento em
cultura de células Vero e identificacdo por RIFI. Isolamento em cultura celular

(Vero) identificacdo por Imunofluorescéncia Indireta para RGFM

Em A controle negativo (10x); B- controle negativo (20x); C- controle negativo (40x); D-
isolamento positivo (10x); E- isolamento positivo (20x); F- isolamento positivo
(40x);Fonte: Santos F C P et al.,Fotomicroscépio Zeiss, modelo Axioskop 2 plus,
Fotografado por Dra Jussara Bianchi Castelli do Laboratério de Patologia do InCor-
HCFMUSP.
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7.3. Deteccdo especifica de Riquétsias do GFM - Val idagdo da

reacao

Na figura 8 estdo ilustrados os resultados das PCRs, avaliando-se
diluicbes seriadas do controle positivo. Na parte superior do gel A estéo
demonstrados os produtos obtidos na amplificacdo utilizando-se os iniciadores
externos (Rrl7-122 e Rr17-500) e na parte inferior os iniciadores internos (TZ15

e TZ16), os quais originam fragmentos de 402 e 246 pb, respectivamente.

PM1 2 3 4 5 6 7 8 PM

PM1 2 34 5 6PM7 g8 PM

24600 o H J H R -!. w!-

Figura 8. Analise eletroforética dos produtos amplificados em diluicdo seriada do
controle positivo (isolado 1413-04). Gel de agarose a 1,2% corado com brometo de
etidio, em A primeiro PCR (Rr17-122 e Rr17-500), em B segundo PCR (NESTED),
nas Linhas 1: controle positivo diluido em &gua 1:100; 2: diluicdo 1:200; 3: diluicdo
1:300, 4: diluicao 1:400; 5: diluicdo 1:800; 6: diluicdo 1:1000; 7 e 8: controles
negativos (reagentes), PM: corresponde ao padrdo de pares de base de DNA de
100 pb.

De acordo com os resultados obtidos, a diluicdo escolhida para ser
utilizada como controle positivo durante a analise das amostras foi de 1:800,
caracterizando-se como a maior diluicdo do controle que apresentou sinal

positivo inquestionavel.
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7.4. Deteccdo especifica de Riquétsias do GFM - Ana lises das

amostras

Na figura 9 estdo ilustrados os resultados das PCRs das 10 primeiras
amostras analisadas. Pode-se observar que na primeira PCR, nao foi possivel
detectar o produto amplificado em nenhuma amostra analisada, ja na reacéo
Nested (2° PCR) 6 amostras tiveram gene do 17kDa de riquétsias do GFM
amplificado detectado (3,7 € 9).

300 pb
200 pb
100 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 9. Analise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose 1,2%
corado com brometo de etidio, em A primeiro PCR (Rr17-122 e Rr17-500), em B
segundo PCR (NESTED), nas Linhas 1: produto obtido da amplificagdo do DNA
extraido de soro do paciente 1; 2: paciente 2; 3. paciente 3, 4: paciente 4; 5:
paciente 5; 6: paciente 6; 7: paciente 7; 8: paciente 8; 9: paciente 9; 10: paciente
10; CN: controles negativos (reagentes), CP: controles positivos (isolado 1413-04
na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padréo de pares de base de DNA de 100
pb. *As amostras em vermelho foram repetidas no item 7.5.

37



A analise das amostras de 11 a 20, mostram que 2 amostras foram
positivas ja na primeira reacdo. As amostras 11 e 15 foram repetidas no item
7.5, pois os coagulos correspondentes a estes casos indicaram isolamento
bacteriano positivo. A amostra n°20 foi repetida p ara confirmar que nao houve

contaminacao durante a aplicacao no gel de eletroforese.

A)

PM 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 CN CP PM

-
300 pb
200 pb
100 pb

12 13 14 16 17 18 19 CN CP

. 300 pb

200 pb
100 pb

Figura 10. Analise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio, em A primeiro PCR (Rr17-122 e Rr17-500),
em B segundo PCR (NESTED), nas Linhas 1: produto obtido da amplificagdo do
DNA extraido de soro do paciente 11; 2: paciente 12; 3: paciente 13, 4: paciente
14; 5: paciente 15; 6: paciente 16; 7: paciente 17; 8: paciente 18; 9: paciente 19;
10: paciente 20; CN: controles negativos (reagentes), CP: controles positivos
(isolado 1413-04 na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padrdo de pares de base
de DNA de 100 pb. *As amostras em vermelho foram repetidas no item 7.5.
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Na andlise das amostras de 21 a 30 observa-se que novamente nao
houve casos positivos na primeira rea¢do, porém pode-se observar o fragmento
de 247 pb nas amostras 21, 24, 25, 26, 28 e 29. As amostras em vermelho
foram repetidas no item 7.5, para confirmacdo do resultado devido ao fraco
sinal apos a reagéo (Figura 11).

A)
PM 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 CN CP PM

22 23 24 26 27 30 CN CP PM

Figura 11. Analise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio, em A primeiro PCR (Rr17-122 e Rr17-500),
em B segundo PCR (NESTED), nas Linhas 1: produto obtido da amplificagdo do
DNA extraido de soro do paciente 21; 2: paciente 22; 3: paciente 23, 4: paciente
24; 5: paciente 25; 6: paciente 26; 7: paciente 27; 8: paciente 28; 9: paciente 29;
10: paciente 30; CN: controles negativos (reagentes), CP: controles positivos
(isolado 1413-04 na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padréo de pares de base
de DNA de 100 pb. *As amostras em vermelho foram repetidas no item 7.5.
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A figura 12 mostra a analise das amostras de 31 a 40. Observa-se que 2

amostras foram fracamente positivas na 12 PCR (32 e 38) as quais foram

confirmadas na 22 reacdo. As amostras 34 e 36 foram repetidas para

confirmacéo do resultado no Item 7.5.

A)
PM 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 CN CP PM

PM 31 32 33 37 38 39 40 CN CP PM

! 300 pb
' - - - - = 200 pb

Figura 12. Analise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio, em A primeiro PCR (Rr17-122 e Rr17-500),
em B segundo PCR (NESTED), nas Linhas 1: produto obtido da amplificagdo do
DNA extraido de soro do paciente 31; 2: paciente 32; 3: paciente 33, 4: paciente
34; 5: paciente 35; 6: paciente 36; 7: paciente 37; 8: paciente 38; 9: paciente 39;
10: paciente 40; CN: controles negativos (reagentes), CP: controles positivos
(isolado 1413-04 na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padrdo de pares de base

de DNA de 100 pb. *As amostras em vermelho foram repetidas no item 7.5.
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Na figura 13 pode ser observado o resultado da anéalise das amostras 41

a 50. Nao houve amplificacdo na primeira reacdo, porém na segunda reacao 0s

casos 42 e 50 foram confirmados e 0os numeros de amostras que estdo em

vermelho foram repedidos para confirmacéo do resultado.

A)
PM 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 CN CP PM

41 42 43 49 50 CN CP PM

300 pb
200 pb
100 pb

Figura 13. Analise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio, em A primeiro PCR (Rr17-122 e Rr17-500),
em B segundo PCR (NESTED), nas Linhas 1: produto obtido da amplificagdo do
DNA extraido de soro do paciente 41; 2: paciente 42; 3: paciente 43, 4: paciente
44; 5: paciente 45; 6: paciente 46; 7: paciente 47; 8: paciente 48; 9: paciente 49;
10: paciente 50; CN: controles negativos (reagentes), CP: controles positivos
(isolado 1413-04 na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padréo de pares de base
de DNA de 100 pb. *As amostras em vermelho foram repetidas no item 7.5.
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7.5. Deteccao especifica de Riquétsias GFM — Amostr  as repetidas

As amostras marcadas em vermelho nas figuras dos géis de eletroforese
foram selecionadas para serem repetidas e seguiram 0s seguintes critérios:
amostras negativas ou fracamente positivas na Nested PCR, com resultado
positivo pelos métodos IFI e/ou isolamento bacteriano; amostras fracamente
positiva na Nested PCR com ou sem presenca de bandas eletroforéticas
inespecificas.

A primeira repeticdo foi realizada seguindo as condi¢des iniciais. Nao
havendo melhoria significativa (dados ndo apresentados), foram feitas algumas
alteracdes no protocolo na tentativa de melhorar o sinal positivo no gel.

A proposta de aumentar a quantidade de template, passando de 2 para
4 uL na 12 reacao e de 4 para 6 pL na reacdo Nested mostrou-se eficiente nos

casos 36, 45 e 47, mas nao esclareceu os outros casos (Figura 14)
A)

Figura 14. Analise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio do segundo PCR (Nested). Repeticdo dos
casos sugestivos positivos com utilizagéo de 4 pL de DNA no primeiro PCR (Rrl17-
122 e Rr17-500) e 6pL do 1° PCR no segundo PCR (NESTED), em A, nas Linhas
1: produto obtido da amplificagdo do DNA extraido de soro do paciente 3; 2:
paciente 7; 3: paciente 9; 4: paciente 10; 5: paciente 11; 6: paciente 15; 7:
paciente 20; 8: paciente 21; 9: paciente 25; 10: paciente 28; 10: paciente 29; 10:
paciente 34, em B, nas Linhas 1. paciente 36; 2: paciente 44; 3: paciente 45; 4:
paciente 46; 5: paciente 47; 6: paciente 48 CN: controle negativo (reagentes), CP:
controle positivo (isolado 1413-04 na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padréo
de pares de base de DNA de 100 pb.
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A segunda proposta foi de aumentar a quantidade de template, passando

para 6 pL na 12 reacdo, mas manter 4 pL na reacdo Nested. Essa modificacao

melhorou o sinal positivo das amostras 45 e 48, néo alterou 0 46, e nos outros

casos nado houve esclarecimento (Figura 15).

9 10 11 15 20 21 25 28 29 34 PM

Figura 15 Andlise eletroforética dos produtos amplificados em gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio do segundo PCR (Nested). Repeticdo dos
casos sugestivos positivos com utilizacdo de 6 pL de DNA no primeiro PCR (Rrl7-
122 e Rr17-500) e 4uL do 1° PCR no segundo PCR (NESTED), em A, nas Linhas
1: produto obtido da amplificagdo do DNA extraido de soro do paciente 3; 2:
paciente 7; 3: paciente 9; 4. paciente 10; 5: paciente 11; 6: paciente 15; 7:
paciente 20; 8: paciente 21; 9: paciente 25; 10: paciente 28; 10: paciente 29; 10:
paciente 34, em B, nas Linhas 1: paciente 44; 2: paciente 45; 3: paciente 46; 4.
paciente 48; CN: controle negativo (reagentes), CP: controle positivo (isolado
1413-04 na diluicdo 1:800) PM: corresponde ao padréo de pares de base de DNA
de 100 pb.
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7.6. Sequenciamento dos fragmentos amplificados

As amostras que apresentaram fragmento amplificado do tamanho
esperado pelo desenho dos primers TZ15 e TZ16 foram encaminhadas para o
sequenciamento automatico. As sequéncias geradas foram editadas e
alinhadas entre si, tendo como referéncia a sequéncia da Rickettsia rickettsii,
cepa Sheila Smith (CP000848-1). O resultado apdés as analises mostrou
similaridade de 100% com o gene da proteina de membrana 17kDa de
riquétsias do GFM em todas as sequéncias. O Apéndice 3 mostra as
sequéncias obtidas das amostras (#SAMP), o alinhamento entre elas e a
similaridade com a R. rickettsii cepa Sheila Smith.

7.7. Analise comparativa das metodologias sorologic ase

moleculares

No teste da Nested PCR o fragmento especifico de riquétsias GFM foi
detectado em 40% (20/50) dos soros testados em comparacdo com 22%
(11/50) detectados pelos meétodos tradicionais (sorologia IFI e isolamento
bacteriano) (Figura 16 ) Apéndice 2 .

Porcentagem (%)

Nested Sorologia Isolamento IFlefou Todos os
PCR IFI Bacteriano Isolamento Métodos

Figura 16. Porcentagem de casos positivos detectados com diferentes
metodologias de diagndstico para Febre Maculosa: Nested PCR; Sorologia (IFI),
Isolamento Bacteriano; IFlI e/ou isolamento bacteriano; e a soma de todos os
métodos.
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Em relacdo a metodologia soroldgica, observamos na Tabela 4 que dos
4 casos com sorologia positiva pela IFI, nenhum foi detectado pela Nested
PCR.
Tabela 4. Comparacgéo entre os resultados obtidos pelos métodos: sorologia
(IF1) e a Nested PCR.

Nested PCR
+) ) Total
(+) 0 4 4
IFI
) 20 26 46
Total 20 30 50

* Os nimeros se referem ao nimero de amostras analisadas.

Dos casos em que o material foi enviado para isolamento 57% (8/14)
foram positivos (Tabela 5), sendo que destes, apenas 1 caso (13% ou 1/8) foi
positivo também na sorologia (Apéndice 2 ). Entre os casos negativos no
isolamento 50% (3/6) foram confirmados como positivos através da Nested
PCR.

Tabela 5. Comparacdo entre os resultados obtidos pelos métodos: isolamento
bacteriano em cultura de células e a Nested PCR.

Nested PCR
(+) ) Total
Isolamento +) 6 2 8
(n=14) ) 3 3 6
Total 9 5 14

* Os nimeros se referem ao nimero de amostras analisadas.
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Na Tabela 6 dos 11 casos positivos pela sorologia (IFI) e/ou isolamento
bacteriano, a Nested PCR mostrou resultados concordantes em 6 deles
(55%).0bserva-se também que dos 39 casos restantes com suspeita clinica de
FMB com sorologia negativa e/ou isolamento negativo (quando realizado), 14

foram confirmados (36%).

Tabela 6. Comparacao entre os resultados obtidos pelos métodos atualmente
utilizados na rotina: sorologia (IFI) e isolamento bacteriano em cultura de

células e a Nested PCR.

Nested PCR
(+) ) Total
IFI elou *) 6 > 11
Isolamento
¢) 14 25 39
Total 20 30 50

* Os nimeros se referem ao nimero de amostras analisadas.

A tabela 6 mostra a comparacado entre os resultados obtidos pelos
métodos tradicionais (sorologia e isolamento) em relacdo a Nested PCR
mostrou aumento na sensibilidade para o diagndstico da FMB de 22% (11/50)
para 40% (20/50), quando utilizado como metodologia complementar as de

rotina.
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8. DISCUSSAO

No Laboratério de Riquétsias do IAL, os testes sorolégicos (pesquisa de
anticorpos no soro) constituem a principal ferramenta diagnostica para FM,
correspondendo a cerca de 80% das atividades de rotina do laboratorio, porém
muitas falhas no diagnostico tém sido observadas nos casos de oObito. A
experiéncia mostra que nos casos de oObito devido a FM, em pelo menos 60%
dos casos o diagnostico foi confirmado pelo isolamento, com sorologia negativa
(amostra Gnica em fase aguda), e cerca de 40% pela sorologia e/ou critério
clinico epidemiolégico. Aproximadamente dois tercos dos pacientes néo
apresentam sorologia positiva na fase aguda da doenca (Font-Creus et
al.,1985).

Embora o resultado do isolamento seja conclusivo, quando positivo, o
resultado negativo tem baixo valor diagndstico, pois uma série de fatores pode
interferir no processo resultando em um resultado negativo, como o uso de
antibiotico antes da coleta, as condicbes de esterilidade da coleta,
armazenamento e transporte das amostras de maneira inadequada.

O objetivo principal deste estudo foi testar uma metodologia
complementar para diagnostico de casos fatais suspeitos de FMB em busca de
diminuir o nUmero de casos graves falsos negativos. Trata-se de um trabalho de
grande importancia e impacto para a vigilancia desta doenca.

O melhoramento do diagnostico de casos graves de FMB é de
fundamental importancia uma vez que 0s sintomas clinicos, bem como a
evolucdo da doencga sdo definidos por pelo menos trés fatores: a capacidade
imunologica individual do paciente; a viruléncia do agente; o intervalo entre o
inicio dos sintomas e o inicio da terapia especifica.

As novas metodologias moleculares podem trazer beneficios com
relacdo a identificacdo do agente e sua caracterizacdo. Atualmente, pouco se
sabe sobre o agente causador da FMB. Os meétodos classicos (sorologia e
isolamento) permitem a identificacdo apenas do GFM e nado definem a ou as

espécies envolvida(s). As pesquisas realizadas no Brasil, através de
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metodologias moleculares mostraram que na maioria dos casos graves O
agente é a R. rickettsii , exceto um caso ndo autdctone confirmado como R.
conorii. (Nascimento et al., 2005; Gerkhe et al.,2006). Atualmente alguns
trabalhos sugerem a existéncia de varia¢des intergénicas (VIR) entre diferentes
isolados de R rickettsii possivelmente associadas a viruléncia (Eremeeva et al.,
2006a; Karpathy et al., 2007) mostrando a importancia ndo apenas da
identificacdo, mas também da caracterizacdo do agente para melhor
entendimento da doenca.

Sabe-se que o diagnéstico laboratorial da FMB hoje é de utilizagdo
prioritariamente epidemioldgica, pois na maioria dos casos o resultado € obtido
no periodo de convalescenca, ou ap0s a ocorréncia do Obito. Existe a
possibilidade de que a utilizacdo racional das metodologias moleculares possa
agilizar a obtencéo do resultado podendo ser de utilidade para o clinico durante
0 acompanhamento do paciente.

O uso racional das metodologias moleculares para o diagnostico da FMB
abrange aspectos externos e internos ao laboratério. Dos aspectos externos
podemos citar os critérios de sele¢cdo dos casos indicados, uma vez que o
diagndstico etiolégico € de aplicacdo para casos graves na fase aguda da
doenca, ja com relacdo aos aspectos internos ao laboratério podemos citar o
cuidado com contaminacdes e a preocupacao permanente com a fidedignidade
do resultado através da garantia da qualidade no processo de analise e
interpretacéo do resultado.

A metodologia Nested PCR utilizada foi desenhada para amplificar uma
regido génica especifica de riquétsias do GFM (antigeno de superficie 17kDa) e
foi aplicada ao diagnéstico em amostras de soro. Essa mesma metodologia é
utilizada pelo CDC e por outros grupos de pesquisadores como método de
triagem para deteccdo de riquétsias GFM, com aplicagcdes principalmente na
vigilancia ambiental das riquetsioses, em vetores e hospedeiros (Eremeeva et
al., 2006a; Blair et al., 2004a; Labruna et al., 2004; Wikswo et al., 2007). Este

método atualmente vem sendo utilizado conjuntamente com novos métodos

48



cuja sensibilidade € ainda maior e o processamento simplificado e seguro como
PCR em tempo real (Eremeeva et al., 2006 a e b; Labruna et al., 2004).

Em 1989, Tzianabos et al. detectou RGFM em amostras clinicas
humanas (coadgulo sanguineo) utilizando apenas os primers TZ-15 e TZ-16 em
PCR simples e obteve resultados bastante interessantes: dos nove (9) casos
confirmados pela PCR, sete (7) 78% eram provenientes de casos graves que
evoluiram para obito.

As RGFM séao intracelulares obrigatérias com tropismo para células
endoteliais, portanto as amostras clinicas de eleicdo para o diagndstico
etiologico molecular sdo: biopsia de pele, codgulo sanguineo ou sangue total,
porém a maior parte das amostras biolégicas enviadas ao laboratério para
diagnéstico de FMB trata-se de soro, mesmo em casos de 0bito.

Nos casos graves, é sugestivo que as riquétsias encontram-se livres ou
fragmentos de DNA devido a leséo celular provocada pela intensa riquetsemia o
que colaboraria para a sua deteccdo no soro. Além disso, a utilizacdo de
métodos mais sensiveis como Nested PCR possibilitam um aumento de 100
vezes na sensibilidade em relacdo a PCR simples, chegando a detectar até 7
copias por ensaio (Choi et al., 2005).

Outros protocolos para Nested PCR ja foram utilizados em amostras de
soro com resultados positivos, principalmente quando utilizados em amostras
de pacientes com quadro grave da doencga ou casos fatais (Leitner et al., 2002;
Choi et al., 2005).

No presente trabalho, dos 20 casos positivos (20/50) apenas 4 casos
foram detectados na primeira reacdo indicando que realmente o soro é uma
amostra que possui baixa quantidade de bactérias sendo, portanto, torna-se
necessaria a aplicacdo de métodos mais sensiveis do que o PCR convencional.

Em relagdo aos 5 casos que foram positivos pelas metodologias
classicas (3 pela sorologia e 2 pelo isolamento bacteriano) e negativos pela
Nested PCR, podemos levantar algumas hip6teses, como: existéncia de

interferentes (inibidores), qualidade da amostra clinica devido a condi¢des de
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coleta, armazenamento e transporte inadequados. Em nosso estudo,
verificamos que as alteragcbes de protocolo com relagcdo a quantidade de
template foram bem sucedidas em alguns casos, mas em outros
permaneceram inconclusivos ou negativos. Variacdes no protocolo precisam
ser estudadas para que protocolos alternativos sejam aplicados em casos com
resultado duvidosos, incluindo re-extracdes e utilizagdo de técnicas mais
sensiveis como Real time PCR (RT PCR).

Observamos também a grande importancia do isolamento bacteriano nos
casos fatais estudados em relacdo a sorologia uma vez que 57% (8/14)
puderam ser identificados como positivos pelo isolamento, enquanto que pela
sorologia apenas 8% (4/50) foram detectados. Considerando apenas 0s casos
com resultado de isolamento, a utilizagdo concomitante da Nested PCR permitiu
a deteccdo de mais 3 casos, ou seja passou para 79% (11/14) de positivos
detectados. Estes resultados mostram que a metodologia molecular aplicada
neste estudo, em amostras de soro, melhora a sensibilidade na detecgédo de
casos de FMB, porém ndo substitui completamente a necessidade do
isolamento bacteriano, sendo Gtil como método complementar.

De modo geral, os resultados obtidos indicam que a metodologia
utilizada aumentou a sensibilidade do diagnostico da FMB de 22% (11/50) para
40% (20/50), ou seja, 14 (14/50) casos graves de FMB foram detectados
exclusivamente pela metodologia molecular.

Com esses resultados podemos dizer que a Nested PCR baseada na
sequéncia 17-kDa em soro pode ser Util para o diagnéstico de riquetsioses do
GFM, em casos fatais, com suspeita clinica da doenca, principalmente quando
a sorologia (IFI) for negativa, cujo coagulo ou bidpsia de pele ndo puderam ser

enviados para o isolamento da bactéria em cultura de células.
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9. CONCLUSAO

A Nested PCR baseada na sequéncia do gene 17-kDa em amostras de
soro € util para o diagnéstico de riquetsioses do GFM em casos fatais, com
suspeita clinica da doenca, principalmente quando utilizada como metodologia

complementar a sorologia e isolamento bacteriano.
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Apéndice 1

Parecer do Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Instituto Adolfo
Lutz.
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Apéndice 2

Dados sobre os pacientes com suspeita clinica de FMB que evoluiram para 6bito
incluidos neste estudo,e os resultados laboratoriais da IFI, isolamento bacteriano e

Nested PCR.
Data (dia/messano) de: IF1 nde nucleotideos
Paciente o e N Resutado Resultado sequenciados/

nt Localizagdo (anos) Sexo ||'|l|c|g dos Coleta da s o do do Hested- tamanho do

zirtomas amostra izolamento PCR produto

amplificado (pb}
1 ITu 73 ] 1900407 200407 =64 =64 MEGATIVC  MEGATING MF
2 SUMARE EAr M 05052007 03M05/2007 =64 <B4 MF MEGATING MF
3 CAMNDIDC MOTTA 33 M 2200452007 0SM05/2007 ==128 ==128 MF MEGATINWG MF
4 SANTOS S8 M 28042007 30/05/2007 =G4 <B4 MF MEGATING MF
3 JAGUARIINA, 3 F 08062007  13M06/2007 =G4 =G4 POSITIYG POSITIYG 2140247
B CAMPINAS 48 F 25M06/2007 01/07/2007 =G4 <B4 MF MEGATING MF
T “ALIMHOS 45 M OSMF2007 05072007 =G4 128 MF MEGATING MF
g ASSIS a7 28072007 02/08/2007 =G4 =54 WF POSITIVG 2005247
9 A0 PAULO 13 M 20M82007 25052007 ==128 ==128 PCSITWO  NEGATIWG MF
10 LIMEIR:4, 62 M 24082007 25082007 =G4 <B4 MF POSITIVO 2100247
11 CAMPINAS 34 F 06042007 12042007 =64 <B4 POSITWG  MEGATIWG MF
12 HORTOLANDIA, 184 F 0504/2007 07042007 =G4 <B4 MF MEGATING MF
13 CAMPINAS 35 F 10/03/2007  17/03/2007 =G4 <f4 MF MEGATING MF
14 PIRACICABA, 28, F 19072007 21072007 =64 =64 MF MEGATINWG MF
15 CAMPINAS 37 M 240502007 29/05/2007 =G4 <B4 POSITYG POSITIYO 2005247
16 SLMARE 38 M 170552007 230552007 =64 =64 MF POSITV G 1855247
17 PIRACICABA 528 M 180202007 210252007 =G4 <B4 MF MEGATIWG MF
18 PIRACICABA, 358 M 060252007 0S0252007 =64 =64 MEGATIVC  MEGATING MF
19 JBGUARIOMA, [=11] F 2BM0/2008 02A11/2006 =64 <B4 MF POSITIVO 2121247
20 SAMTO ANDRE 478, F 241002006 27H02006 =64 =64 MF MEGATINWG MF
il CAMPINSS 42 M 020752007 06072007 =64 <B4 MEGATING  POSITIVO 2195247
22 AMERICARA 248 F 280552007 O3A062007 =64 =64 MF MEGATINWG MF
23 SOCORRD EAT M 05062007 0BAE2007 =64 <64 MEGATIVG  MEGATHWGD MF
24 IMHEDC 63 Mo FDS2007  03M09/2007 =G4 =G4 MF POSITIYG 2330247
25 CAMPINAS T34 M 21M0/2008 25102008 =G4 =54 WF MEGATING i
26 AGUAS DE LINDGIA, 37 M 27M0M2006 0612006 =G4 <f4 POSITYG POSITIYO 2401247
27 PIRACICABA, 5248 M 120302007 12809/2007 =G4 <B4 MF MEGATING MF
28 ARARAS a7 F 11092007 13/09/2007 =G4 <f4 MF POSITIYO 2181247
29 ARARLS 13 F O7H2/2006 124202008 =64 =64 MF POSITIVG 1530247
iPite]
30 MO DAS CRUZES COMSTA Mo 02M 202006 094202006 =64 =64 MF MEGATINWG MF
<l IMHED 454, M 260952006 29/09/2006 =64 =64 MF MEGATINWG MF
32 PEDREIR.A, 52 M 10M0/2006  13M0/2008 =64 <B4 MF POSITIVO 2171247
33 Sho PALLO Ga, Mo 0M02007  16M 002007 =64 =64 MF MEGATINWG MF
34 HORTOLAMDIA, 28 M D1M152007 05412007 =G4 <B4 MF MEGATING MF
35 A0 PALLO 2848 F 07082006 16/05/2006 =G4 =G4 MF MEGATING MF
36 CAMPINAS B1 M 27072008 03/08/2008 =G4 =54 POSITIVG POSITIVG 2347247
3T CAMPINAS 458, M 2772006 31072006 =G4 =G4 MF MEGATING MF
38 HORTOLANDIA, B2 M 15072008 23/07/2008 =G4 =54 WF POSITIVG 2347247
39 MOGI GUAZD 4628 M 26ME/2006 0354072006 =64 <B4 MF MEGATING MF
40 CAMPINAS 3348 F 07062006 12062006 =G4 <B4 MF MEGATING MF
41 SANTO ANDRE 354 Mo 08M12007  11A41/2007 =G4 <f4 MF MEGATING MF
42 CIADER S, 20 M 1312007 19412007 =G4 <B4 MF POSITIVO 2211247
43 SANTOS GA, F 08052006 10/05/2006 =G4 <f4 MF MEGATING MF
44 SAMTO ANDRE 3 M 050452006 210472006 ==128 ==128 MF MEGATINWG MF
45 JAGUARIONA, 35 M 09112006 1311/2006 =G4 <B4 POSITYG POSITIYO 2330247
MAD A

46 PORTUGUAL CONSTA, 1] CONSTA 26/07/2005 =64 G4 POSITYG POSITIYO 2105247
47 CIADEML, S8 M 28082008 01/09/2008 =64 <B4 MF POSITIVO 2045247
43 P LI, 248 Mo 01M002007  05M052007 =64 =64 MEGATINVC POSITV G 2345247
49 PIRACICABA, 4848, M 15M0/2006  16M0/2008 =G4 <B4 MF MEGATING MF
S0 JUNDIAT 378 Mo 121002007 17A0/2007 54 =64 MEGATIVG  POSITVG 2171247

Localizagdo= procedéncia preenchida no

pedido do exame. Em resultado do isolamento NF=
nao feito, material ndo enviado para o exame; em n° de nucleotideos sequenciados/tamanho
do produto amplificado (pb) NF= néo feito, ndo necessario.
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Apéndice 3

Alinhamento das sequéncias de nucleotideos da regido do antigeno 17 kDa comum
as riquétsias do Grupo da Febre Maculosa. As sequéncias foram alinhadas para
obter-se maxima homologia com R. rickettsii cepa Sheila Smith. As sequéncias das
amostras estdo identificadas como #SAMP_ n°® da amostra. [ ] estd o n° de
nucleotideos sequénciados de cada amostra. Os pontos [.] indicam sequéncias
idénticas. #SAMP_1413-04 refere-se ao sequenciamento do controle positivo
utilizado no estudo. * Programa utilizado: MEGALIGN (DNASTAR, Inc. Madison,
Wis. USA)

1
#SHEILA  TTC TCA ATT CGG TAA GGG CAA AGG ACA GCT TGT TGG AGT AGG TGT AGG
#SAMP_5
#SAMP_8
#SAMP_10
#SAMP_15
#SAMP_16
#SAMP_19
HSAMP 21 <o = oo e e s e e e e e,
#SAMP_24 -
HSAMP_ 26 =i ot ot e et et e et e e e e
HSAMP_ 28 oo oot et e e e e e e et e et e
HSAMP_29 <o o cm oo ot em e e e e
HSAMP_ 32 <om o e oo e e e e,

#SAMP_36 - -
#SAMP_38 - -
HSAMP_ 42 <o oo e e e e,
#SAMP_45 - - e e e e e e e e e e,
#SAMP_46 - - -
HSAMP_ A7 wm oo e oo e e e s s e e,
#SAMP_48 - -

HSAMP 50 =- o com mem mm mm e e e e e .
HSAMP_1413-04 - <- en =mm wem e mom e o e e .

48
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49 %
#SHEILA_SMITH TGC ATT ACT TGG AGC AGT TCT TGG TGG ACA AAT CGG TGC AGG TAT GGA
#SAMP_5 e e e e e e,
#SAMP_8
#SAMP_10
HSAMP_15 o0 oot et e e e e e e et e et e e
HSAMP_ 16 = o oot oot oot oot et e e e e e e e
#SAMP_19
#SAMP_21
#SAMP_24
#SAMP_26
HSAMP 28 oo oot e e e e e e e e e e e
HSAMP_ 29  <o- cos cm e e e e,
#SAMP_32
#SAMP_36
#SAMP_38
#SAMP_42
#SAMP_45
#SAMP_46
#SAMP_47
HSAMP_48 .. oo oo e e e e e e e e e
HSAMP 50 o0 oot ot e e e e e e et e e e e
HSAMP_1413-04 ... oo cos oot oot oo oo oo oo e e e e e e

97 144
#SHEILA_SMITH TGA ACA GGA TAG AAG ACT TGC AGA GCT TAC CTC ACA GAG AGC TTT AGA
#SAMP_5 e e e e e e e,
#SAMP_8
#SAMP_10
#SAMP_15
#SAMP_16
#SAMP_19
#SAMP_21
#SAMP_24
#SAMP_26
#SAMP_28
#SAMP_29
#SAMP_32
#SAMP_36
#SAMP_38
#SAMP_42
#SAMP_45
#SAMP_46
#SAMP_47
HSAMP_48 oo oot oo e e e e e e et e et e e
HSAMP_ 50 o0 oot et e e e e e e et et et e e
HSAMP_1413-04 ... oo cos ot oee oot oo oo e e e e e e e



145 192
#SHEILA_SMITH AAC AGC TCC TAG TGG TAG TAA CGT AGA ATG GCG TAA TCC GGA TAA CGG
#SAMP_5
#SAMP_8
#SAMP_10
#SAMP_15
#SAMP_16
#SAMP_19
#SAMP_21
#SAMP_24
#SAMP_26
#SAMP_28
#SAMP_29
#SAMP_32
#SAMP_36
#SAMP_38
#SAMP_42
#SAMP_45
#SAMP_46
#SAMP_47
#SAMP_48
#SAMP_50
#SAMP_1413-04 ..

193 240
#SHEILA_SMITH CAA TTA CGG TTA CGT AAC ACC TAA TAA AAC TTA TAG AAA TAG CAC TGG
#SAMP 5 ... ...
#SAMP_8
ey Y 1= RV —
Y Y =TT ——
HSAMP_ 16 oo ot ot e e e e e e et e et e e
ey Y = T ——
e Y =2 R U
#SAMP_24
HSAMP_26 oo oot et e e e e e e et e et e e
e Y | T —
ey Y | U —
#SAMP_32
#SAMP_36
#SAMP_38
#SAMP_42
HSAMP 45 .o e s e e e e e e e
ey Y | =T —
ey Y | AU —
#SAMP_48
#SAMP_50
#SAMP_1413-04 .

#SHEILA_SMITH TCA ATAT [247]



#SAMP 5 - - -
#SAMP_8 ... -
#SAMP_10 - --- -
#SAMP_15 - --- -
#SAMP_16 - -—- -
#SAMP_19 - -- -
#SAMP 21 - - -
#SAMP_24  — -e- -
#SAMP_26 .- - -
#SAMP_28 - --- -
#SAMP_29 - -e- -
#SAMP_32 - - -
#SAMP_36 - --- -
#SAMP_38 - --- -
#SAMP_42 - - -
#SAMP_45 - -e- -
#SAMP_46 - --- -
#SAMP_47  — - -
#SAMP_48 - - -
#SAMP_50 - --- -
#SAMP_1413-04 --- --- -
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[188]
[212]
[219]
[233]
[240]
[218]
[153]
[217]
[234]
[234]
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[233]
[210]
[204]
[234]
[217]
[204]
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