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RESUMO

A Febre Maculosa Brasileira (FMB), causada pela Rickettsia rickettsii,
€ a principal doenca transmitida por carrapato com impacto em saude
publica no Brasil. Os primeiros sintomas sdo inespecificos, porém a doenca
pode evoluir rapidamente para quadro de Sindrome Febril Hemorragica
Aguda (SFHA) com a ocorréncia de 6bito em poucos dias. O objetivo deste
estudo foi verificar as aplicagbes da PCR em tempo real na rotina
laboratorial para o diagndstico etiologico da FMB, em amostras biologicas
encaminhadas ao Laboratério de Riquétsias do Instituto Adolfo Lutz. Foram
testados 2 protocolos de PCR em tempo real: um para deteccdo do género
Rickettsia spp (gltA-TagMan®) com detecgédo por sonda TagMan® e outro
para riquétsias do Grupo Febre Maculosa (OmpA-SYBR) com deteccéo por
SYBRGreen. O protocolo de PCR em tempo real para RNAseP foi utilizado
como controle interno endégeno. A amostragem foi constituida de sangue,
soro, coagulo e bidpsia de pele de lesdo de casos fatais e ndo fatais com
suspeita clinica de FMB. Os resultados mostraram que o protocolo OmpA-
SYBR sofre interferéncia da matriz biol6gica e os melhores resultados com
relagdo a sensibilidade foram obtidos quando utilizado em amostras de soro.
Os protocolos de PCR em tempo real gltA-TagMan® e OmpA-SYBR
apresentaram concordéancia de resultados acima de 90%. O protocolo gltA-
TagMan® mostrou-se mais sensivel do que o protocolo OmpA-SYBR, porém
com menor especificidade, particularmente para amostras com CT>36. O
melhor desempenho da PCR em tempo real para FMB, foi obtido quando a
FMPCR, composta do trés protocolos: gltA-TagMan®, OmpA-SYBR e
RNAseP humana, foi utilizada em amostras de soro para deteccdo do
agente etiologico da FMB nos casos fatais. A PCR em tempo real para FMB
apresentou baixa sensibilidade para detectar casos néo fatais, confirmados
pela sorologia para FMB, com positividade de 21%. Os resultados deste
estudo indicam que a FMPCR apresenta sensibilidade e especificidade que
permitem utiliza-la como ferramenta laboratorial no diagnéstico da FMB para

elucidacgéo de casos fatais, com suspeita da doenca.



ABSTRACT

Brazilian Spotted Fever (BSF) is the main tick borne disease with
impact on public health in Brazil. Early symptoms are nonspecific, but the
disease may progress rapidly to Febrile Acute Hemorrhagic Syndrome
(SFHA) with occurrence of death within a few days. The purpose of this study
was to investigate the applications of real-time PCR in the routine laboratory
for the etiologic diagnosis of BSF, in the biological samples sent to the
laboratory. Two real-time PCR protocols were tested: one for detecting the
genus Rickettsia spp (gltA-TagMan®) with detection by TagMan ® probe and
another for specific detection of Spotted Fever Group species (OmpA-SYBR)
by SYBR Green detection. The gPCR protocol for RNaseP was used as
endogenous internal control. Samples used were blood, serum, blood clot
and biopsy from skin lesion of fatal and nonfatal clinically suspected of BSF.
The results showed that ompA-SYBR protocol suffers interference from the
biological matrix and the best performance was obtained with serum
samples. Protocols OmpA-SYBR and gltA-TagMan® showed results
concordance up to 90%. The protocol gltA-TagMan® was more sensitive
than OmpA-SYBR protocol, but less specificity, particularly for samples with
TC> 36. The best performance for BSF qPCR assay was obtained when
combining three gPCR protocols (OmpA-SYBR, gltA-TagMan® and RnaseP),
named FMPCR, were used in serum samples to detection BSF in fatal cases.
FMPCR showed low sensitivity for detecting non-fatal cases positive by IFA,
the positivity was 21%. The results of this study indicate that FMPCR has
sensitivity and specificity to be used as a diagnostic tool for elucidation of
fatal BSF.
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Pb
PBS
PCR

Primer

Probe

qPCR
RGFM
RIFI
RNA
SENLAT
SFHA
SIGH
SNC
SBF

SYBR Green

TA

TagMan®

Template

TIBOLA

Threshold

Vero

Pares de bases

Salina em tampéao fosfato (Phosphate-Buffered Saline), pH:7,2

Polymerase Chain Reaction - Reacdo em cadeia da polimerase

Oligonucleotideo iniciador da reacédo de PCR

Oligonucleotideo marcado com fluorescéncia utilizado para sinalizar a amplificacéo
do fragmento de DNA em uma reacédo de qPCR

PCR em tempo real quantitativo

Riquétsias do Grupo da Febre Maculosa

Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

Ribonucleic Acid - Acido ribonucleico

Scalp Eschar and Neck Lymphadenopathy

Sindrome Febril Hemorragica Aguda

Sistema de Informac¢des e Gestao do Instituto Adolfo Lutz.

Sistema Nervoso Central

Soro Bovino Fetal

Intercalante de fita de DNA fluorescente responsavel na gPCR por sinalizar a
amplificag&o de fitas duplas produzidas

Temperatura ambiente

Probe especifica marcada com agente fluorescente (FAM) responsavel por sinalizar a
amplificagcéo do fragmento alvo.

Fragmento de DNA alvo para amplificacéo

Tick-Borne Lymphadenopathy

Limiar definido pelo software do equipamento de gPCR considerando o sinal basal de
fluorescéncia e a fase exponencial das curvas amplificadas para amostras
processadas sob as mesmas condi¢des.

Linhagem celular permanente de rim de macaco verde africano

Obs: Algumas abreviaturas seguem as iniciais de sua grafia no idioma inglés, visto
terem seu uso consagrado na literatura técnica.
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1. Introducéo

A Febre Maculosa é uma doenca potencialmente fatal causada por
riquétsias do Grupo Febre Maculosa (GFM).

Riquétsias sdo oa-proteobacterias pertencentes ao género Rickettsia,
familia Rickettsiaceae e ordem Rickettsiales. A classificacdo das riquétsias
baseadas na andlise completa dos genomas dividem as espécies do género
Rickettsia em quatro grupos: Grupo Febre Maculosa (R. ricketsii, R. conorii,
R. parkeri, e outras 30 espécies); Grupo Tifo (R. prowazekii e R typhi); Grupo
Ancestral (R. belli e R canadensis) e Grupo de Transicdo (R akari, R
australis e R. felis) (MANSUETO, et al., 2012). No GFM estéo as riquétsias
de maior patogenicidade ao homem, destacando-se entre elas a R. ricketsii
e R. conorii.

Trata-se de bactérias intracelulares obrigatdrias, de tamanho pequeno
(0,3-1,0 um), pleomorficas, geralmente cocobacilos. Assemelham-se as
bactérias Gram negativas quanto a composi¢ao da parede celular contendo
peptidoglicanos e lipopolissacarideos (LPS) e apresentam tropismo por
células endoteliais humanas.

As riguétsias GFM sao mantidas na natureza pela transmissao
transovariana e perpetuacao transestadial em carrapatos e transmissao
horizontal para carrapatos nao infectados que se alimentam de roedores e
outros animais com riquetsemia (Figura 1) (WALKER e ISMAIL, 2008).

No Brasil, a capivara tem um papel importante como amplificador e
dissemindor da riquétsia entre os carrapatos (Souza, et al., 2009). A
populacdo de capivaras tem se expandido no sudeste do Brasil devido a
diminuicdo de predadores naturais, proibicdo da caca, alta taxa de
reproducdo e expansdo da atividade agricola provendo alimento a esses
roedores e fazendo com que os vetores infectados se aproximem cada vez
mais do homem. Este, por sua vez, ndo participa ativamente do ciclo
epidemiologico das riquétsias, sua infeccdo ocorre acidentalmente através
da exposicao geralmente ocupacional ou recreativa ao carrapato infectado
(SZABO, et. al.,2013).
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Figura 1. Ciclo de vida das riquétsias transmitidas por carrapatos. Riguétsias do GFM
sdo mantidas na natureza por transmissdo transovariana, transestadial e transmissao
horizontal para carrapatos nédo infectados que se alimentam de roedores e outros animais
com riguetsemia. Fonte: WALKER e ISMAIL, 2008. O homem néo faz parte do ciclo das
riquétsias do GFM e pode se infectar pela picada do carrapato infectado nos estagios de

larva, ninfa e aduldo.

As riquétsias sao capazes de infectar e se replicar in vitro em
diferentes tipos celulares, porém in vivo tanto em humanos como em
modelos animais de infec¢do, o patdgeno invade e se prolifera dentro de
células endoteliais vasculares, sendo os vasos de pequeno e médio calibre
0S principais alvos. Em menor propor¢cdo infecta também células
perivasculares como mondcitos, macréfagos e hepatdécitos, disseminando a
infeccdo para todo o sistema vascular (MANSUETO, et al., 2012).

As lesdes no endotélio e subsequente disfuncéo e ativacdo endotelial
sdo seguidas por resposta inflamatdria de fase aguda, alteracdo na
coagulacdo, producdo e liberacdo de citocinas e moléculas de adesao
celular, desregulacdo imunitaria transiente caracterizada pela diminuicdo da
circulacdo de linfécitos TCD4+ periféricos e infiltracdo perivascular por
linfécitos T CD4 e CD8, células B e macrofagos. A vasculite riquetsial se
caracteriza pelo conjunto destes mecanismos de acdao (MANSUETO, et al.,
2012).

Na Europa as riguetsioses transmitidas por carrapato sdo causadas
por varias espécies de riguétsias e apresentam uma grande variedade de
manifestacbes clinicas. A riquetsiose mais importante com relacdo ao

potencial de letalidade é a Febre Maculosa do Mediterraneo, causada pela



Rickettsia conorii e transmitida principalmente pelo carrapato Rhipicephalus
sanguineus. O periodo de incubacao € de 7 dias (4 a 21 dias) e ha formacéao
de escara na regido da picada do carrapato em mais do que 72% dos casos.
Febre aguda esta presente em todos os casos sendo acompanhada por
calafrios, cefaleia, fotofobia, artralgia, dor muscular, etc. Ap6s 3 a 5 dias de
evolucéo ocorre 0 exantema maculopapular frequentemente encontrado nas
extremidades, na palma das maos e planta dos pés, mas pode ser
encontrado no tronco, com menor frequéncia. Na maioria dos casos ha
evolucdo lenta com recuperacdo do paciente, porém ha registos de casos
fatais devido a complicacbes da vasculite grave. No Laboratério de
Riquétsias do IAL foi identificado e caracterizado R. conorii em um caso fatal
de Febre Maculosa do Mediterraneo em um viajante originario de Portugal
atendido no HC-UNICAMP (GEHRKE,et al., 2013).

Outras riquetsioses transmitidas por carrapatos que ocorrem na
Europa, classificadas pela apresentacdo clinica sao: riquetsiose associada a
linfangite (LAR), causada pela R. sibirica mongolitimonae, € caracterizada
por febre, exantema maculopapular, linfonodos infartados e multiplas
escaras, etc, sem casos fatais até o momento. H& ocorréncia desta
riquetsiose na Franca, Grécia, Portugal e Espanha. Diferentes espécies de
riquétsias (R. slovaca, R. raoultii, R. rioja) estdo associadas a mesma
apresentacao clinica, com algumas variacdes: linfadenopatia transmitida por
carrapato (TIBOLA), linfadenopatia, eritema e necrose causada por
Dermacentor (DEBONEL), linfadenopatia com escara do couro cabeludo e
pescoco (SENLAT). Outras riquetsioses detectadas na Europa de menor
ocorréncia sdo causadas pela R. helvetica, R. aeschlimannii, R. massiliae e
R. monocensis e provocam manifestacdes clinicas semelhantes a Febre
Maculosa do Mediterraneo (MSF-like). Frequentemente também sao
diagnosticados na Europa a febre africana por picada de carrapato (ATBF),
causada pela R. africae de pacientes que retornaram de regides endémicas
(OTEO e PORTILLO, 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo geografica dos patdgenos riquetsiais do Grupo da Febre Maculosa
conhecidos (WOOD e ARTSOB, 2012), com modificagbes segundo SZABO, et al. (2013):
inclusdo da Rickettsia cepa Mata Atlantica .

Nas Américas a espécie de riquétsia do GFM mais importante para
saude publica é Rickettsia rickettsii, sendo a principal incriminada nos casos
fatais. Casos de riquetsiose por R. rickettsii ocorrem de forma endémica no
Canada, Estados Unidos, México, América Central, Brasil, Colémbia
(WALKER, 1998). No Brasil, o agente etiolégico da Febre Maculosa isolado
em cultura de células a partir de amostras biolégicas de humanos, sendo 2
casos graves e 7 casos fatais caracterizado como R. rickettsii com
sequenciamento génico mostrando de 100% identidade com outros isolados
do Brasil, Costa Rica e Colombia (OGRZEWALSKA, et al., 2011).

No Brasil, esta riquetsiose € conhecida como Febre Maculosa
Brasileira (FMB) e é transmitida ao homem por carrapatos do género
Amblyomma, sendo A. cajennense e o0 A. aureolatum as principais espécies
de carrapatos associados a transmissdo da R. rickettsii (SZABO, et al.,
2013). A FMB constitui um problema de saude publica devido a alta

letalidade, ocorrendo em focos naturais em algumas regides, onde



notificacbes de casos esporadicos e pequenos surtos epidémicos sao
continuamente relatados (KATZ, et al. 2009).

Tendo em vista a capacidade das riquétsias de infectar células
endoteliais de todo o organismo, levando a um processo de vasculite
disseminada, diferentes manifestagBes clinicas sdo frequentemente
observadas com acometimento cutdneo, musculoesquelético, cardiaco,
pulmonar, gastrintestinal, renal e neurologico. Dos casos sintomaticos, a
febre € uma constante e, frequentemente é a manifestacéo clinica inicial.
Durante o curso da doenca, logo no inicio, além da febre surgem cefaléia
intensa, mialgia, artralgia, astenia, inapeténcia, dor abdominal, ndusea e
vomito. Diante da inespecificidade do quadro clinico inicial, tanto a FMB
guanto a Febre Maculosa das Montanhas Rochosas (como € chamada nos
EUA) séo confundidas frequentemente com um grande numero de outras
manifestacbes como: dengue, leptospirose, doenca meningocdcica, rubéola,
entre outras.

No Brasil, apés um periodo de quatro décadas praticamente sem
notificacdo de casos, observou-se reemergéncia da doenca, provavelmente
como resultado de alteragcdes ambientais provocadas pelo homem e da
melhora da capacidade diagnéstica.

Casos ocorreram em Sao Paulo (MELLES et al.,1999, LEMOS, et al.,
2001) e Minas Gerais (GALVAO, et al., 2002, GALVAO, et al., 2005,
LEMOS, et al., 2001). Foram registrados 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 S&o Paulo, em meados da década de 80, dezenas de casos
suspeitos de FMB, incluindo-se 6&bitos, foram registradas na regido de
Campinas (nordeste do Estado de Séao Paulo), na bacia hidrografica dos rios
Atibaia e Jaguari. Em 1985, no municipio de Pedreira, SP, foram notificados
0S primeiros casos suspeitos, porém sem confirmagéo laboratorial (DEL
GUERCIO, et al.1997).



No periodo de 1985 a 2000, observou-se um aumento gradativo de
notificagbes de casos suspeitos em varios municipios daquela regido (LIMA
et al., 2001), com um nuamero de Obitos significativo.

Em outubro de 2001, conforme Portaria do Ministério da Saude 1943,
de 18/10/01, a qual redefiniu a relacdo de doencas de notificagédo
compulsoria para todo o territorio nacional, a FM foi incluida na lista dos
agravos de notificacdo (BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n 1943, de 18
de outubro de 2001).

Entre 2001 e 2002, ocorreram oito Obitos por FMB confirmados
laboratorialmente (registros do Laboratério de Riguétsias do IAL e do Centro
de Vigilancia Epidemiol6gica/SP) em localidades situadas tanto na regido de
Campinas, como no municipio de Mogi das Cruzes. Neste ultimo municipio,
situado a leste da capital e que alberga um antigo foco da doenca (MELLES
et al.,, 1992), foram registrados quatro Obitos por FMB, provavelmente
transmitida por Amblyomma aureolatum (INFORME TECNICO, 2011).

Em setembro de 2002, o Obito de uma crianca no campus da
ESALQ/USP em Piracicaba e o registro de um caso em Ribeirdo Pires em
abril de 2003, ambos com confirmagéao laboratorial pelo Instituto Adolfo Lutz
de Sao Paulo indicaram a existéncia de focos nessa regido (NASCIMENTO,
2003).

Em 2004 foram confirmados pelo Laboratério de Riquétsias do
Instituto Adolfo Lutz 42 casos no Estado de S&o Paulo, sendo 11 fatais. A
maior frequéncia da doenca ocorreu na regiao de Campinas, sendo sete dos
casos somente no municipio de Vinhedo.

De acordo com o boletim da Vigilancia Epidemioldgica

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/cve fmb.html) no Estado de Sao Paulo,

de 1985 a 2012, ja foram registrados 557 casos, sendo 225 casos fatais e
letalidade média de 40% No ano de 2011 foi registrado o maior nimero de
casos de FMB (n=70) e, em 2012 foi maior nimero de o6bitos pela doenca
(n=37), elevando a taxa de letalidade no ano para 54,4% (Grafico 1) (até
fevereiro de 2013, fonte: SINANNET/Zoonoses/CVE/CCD/SES-SP).


http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/cve_fmb.html
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Em relacdo a procedéncia dos casos, a regido de Campinas se
mantem como principal regido endémica para FMB, com 53,6% dos casos,
seguido pela Grande S&o Paulo com 17,5%, regido de Piracicaba com
10,6% e regido litoranea com cerca de 5%. Nos ultimos anos novas areas de
transmissdo da doenca foram identificadas em municipios das regides de
Marilia e Sorocaba, os quais, juntos sdo responsaveis por cerca de 10% dos
casos de FMB no Estado de Séo Paulo (Figura 3).

Gréafico 1. Numero de casos confirmados e Obitos por Febre Maculosa
Brasileira no Estado de S&o Paulo de 1985 a 2012.
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Figura 3. Regido geografica dos municipios com casos confirmados de FMB no Estado de
S&o Paulo entre 1998 e 2012. Em verde esté regido de Campinas (IAL-Campinas); em
amarelo esta regido de Piracicaba (IAL-Piracicaba); em lilas esta regido de Sorocaba (IAL-
Sorocaba); em azul esta a regido de Marilia (IAL-Marilia); em vermelho esta a regido da
Grande sdo Paulo; outros municipios em marrom. A lista dos municipios esta no anexo lll.
Fonte: CVE-SES-SP. Div de Zoonoses. Dados provisorios em fevereiro de 2013.

Esses dados epidemiologicos indicam que os focos da doenca no
Estado de S&o Paulo continuam ativos, sendo preocupante o numero de
vitimas fatais. O numero de suspeitas clinicas da doenca também aumentou
de 400 em 2004, para quase 2000 pedidos/ano de exame para diagnostico
da FMB no Estado de S&o Paulo nos anos seguintes (Fonte: registros do
laboratorio de referéncia de Sao Paulo — IAL), evidenciando aumento na
vigilancia da doenca durante assisténcia ao paciente nas regides endémicas.

Enquanto no Estado de Sdo Paulo a FMB estd frequentemente
associada a um quadro clinico grave, de evolugdo rapida com manifestacbes
hemodinamicas e faléncia multipla dos érgdos, no Estado de Santa Catarina,
em 2003 foi confirmado pela sorologia para GFM (RIFI) o primeiro caso da
doenca com evolugdo benigna, sendo seguido por muitos outros casos
semelhantes notificados. ANGERAMI, et, al. (2009) descreveram
caracteristicas clinicas e evolucdo dos quadros, comparando a casos de

FMB no Estado de Sdo Paulo e Santa Catarina. Entre as diferencas clinicas
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mais marcantes estédo: alta frequéncia de linfadenopatia e evolugéo benigna
sem registro de caso fatal em Santa Catarina. Essas caracteristicas séo
semelhantes as riquetsioses que ocorrem na Europa, conhecidas como LAR,
e sdo causadas por outras Rickettsias do GFM, ndo R. rickettsii ou R.
conorii. Em 2010 SPOLIDORIO, et al. registraram um caso de riquetsiose
com essas caracteristicas em Peruibe/SP, onde o agente foi identificado por
técnicas moleculares a partir de lesdo cutanea, como uma nova cepa do
GFM filogeneticamente proximas a Rickettsia africae, R. parkeri, e R. sibirica
(SPOLIDORIO, et al., 2010). Posteriormente, a mesma cepa, foi identificada
em um caso na Bahia, também a partir de lesdo cutanea (SILVA, et al.,
2011). Inicialmente denominada R. parkeri-like, também foi identificada em
carrapatos Amblyomma ovale em regifes da Mata Atlantica quando foi entéo
denominada de Rickettsia cepa Mata Atlantica (SZABO, et al.,2013). E
provavel que existam outros casos desta riquetsiose no Brasil, porém o
diagnoéstico sorolégico ndo permite diferenciacdo entre as riquétsias do
GFM.

Atualmente, no Brasil, o diagnéstico laboratorial em humanos, para
riquétsias GFM esta sob a responsabilidade de trés laboratérios integrantes
da Rede Nacional de Laboratérios de Vigilancia Epidemiolégica das
Riquetsioses: Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ, como
Laboratorio de Referéncia Nacional e; Instituto Adolfo Lutz/IAL — SP e
Instituto Ezequiel Dias — MG, como Laboratérios de Referéncia Regional
(BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n 210, de 12 de setembro de 2002).

O Instituto Adolfo Lutz € o principal Laboratério de Saude Publica no
Estado de S&o Paulo. Sua principal missédo é contribuir no planejamento das
acOes de Vigilancia Epidemiologica, Sanitaria e Ambiental para prevencéo,
controle e eliminacdo de doencas e agravos de interesse em Saude Publica.
O instituto investe em ensaios de alta complexidade e pesquisa cientifica e
de inovacao tecnoldgica de interesse em saude publica. Uma das principais
vertentes € o0 aprimoramento de técnicas diagndsticas voltadas para

doencas de notificagdo compulsoéria.
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No IAL, o Laboratério de Riguétsias (LRIAL) realiza diagndstico das
riquetsioses desde 1985. E integrante da Rede dos Centros Colaboradores
da Organizacdo Pan-Americana da Saude, da Organizacdo Mundial da
Saude —OPAS/OMS, no Brasil e, da Rede de Laboratérios de Vigilancia
Epidemiolégica classificado como Referéncia para Riguetsioses, segundo a
Portaria 70/2004 (BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n 70, de 23 de
dezembro de 2004).

O LRIAL é responsavel pelo diagnostico laboratorial das riquetsioses
humanas nas principais regides endémicas do Brasil que estéo localizadas
no Estado de S&o Paulo e, funciona como laboratério de apoio no
diagnoéstico das riquetsioses para os Laboratérios Centrais (LACEN) dos
Estados do Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do
Sul.

No LRIAL s&o realizados exames para o diagndstico da FM através
de métodos indiretos e diretos.

Nos métodos indiretos, a sorologia por meio da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) pesquisa anticorpos especificos para
riquétsias do GFM, corresponde a cerca de 80% das atividades de rotina do
laboratério. No LRIAL utilizam-se antigenos riquetsiais a partir de cultura de
Rickettsia rickettsii comerciais ou produzidos in house. Além da RIFI para
riquétsias do GFM, no LRIAL estédo disponiveis antigenos para deteccdo de
outras riquetsioses como Tifo Murino, Tifo Epidémico, Febre Q, Bartoneloses
e Erliquioses.

Na RIFI para GFM riquétsias de uma cultura concentrada sao
impregnadas na lamina servindo como matriz natural, onde proteinas
antigénicas de superficie funcionam como antigenos funcionais para a
reacao antigeno anticorpo. Os anticorpos presentes no soro do paciente com
FMB reagem com o0s antigenos riquetsiais de superficie permanecendo
neles fixados, a revelagédo é feita indiretamente empregando-se anticorpos
anti-humanos marcados com fluoresceina produzidos comercialmente,
conhecidos como conjugado fluorescente. O conjugado fluorescente reagira

com os anticorpos do soro do paciente fixados na lamina onde também se
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fixara formando uma reacédo tipo sanduiche (PHILLIP, et al., 1978; LA
SCOLA e RAOULT, 1997). Existem conjugados comerciais que detectam
classes especificas de anticorpos, os mais utilizados séo os anti-lgG e anti-
IgM para deteccao especifica de IgG e IgM respectivamente, porém existem
também os conjugados anti-lg humano total, os quais detectam IgG, IgM e
IgA ndo sendo possivel a distingcao entre eles.

Anticorpos da classe IgM sdo menos especificos que os do tipo 1gG,
embora aparecam primeiro. Os resultados positivos para IgM em baixos
titulos podem refletir reacdo inespecifica ou cruzada com outras doencas
(dengue, leptospirose, entre outros) e, portanto devem ser analisados com
critério. J4 os anticorpos do tipo IgG aparecem pouco tempo depois dos IgM
e sdo mais especificos, embora também ndo seja possivel excluir a
possibilidade de reacdo inespecifica quando titulo for baixo em amostra
Unica de soro.

O método da imunofluorescéncia indireta é sensivel para identificar a
presenca de anticorpos no soro (84 a 100%), porém deve-se considerar 0
periodo de janela imunoldgica, onde os titulos de anticorpos ainda n&o
atingiram concentragfes detectaveis pela RIFI, esse periodo varia entre o
dia da picada do carrapato infectado até 7-10 dias ap6s o surgimento dos
primeiros sintomas (PHILLIP, et al., 1976 e PHILLIP, et al., 1978; LA SCOLA
e RAOULT, 1997; NASCIMENTO e COLOMBO, 2004).

O diagndstico laboratorial da sorologia pela RIFI é estabelecido pela
deteccdo de anticorpos especificos no soro de pacientes que aumentam em
titulo com a evolucéo da doenca. Para tanto, a reacdo deve ser realizada em
amostras pareadas. A primeira amostra de soro deve ser coletada nos
primeiros dias da doenca (fase aguda) e a segunda amostra 15 a 21 dias
apos a coleta da 12 amostra (SILVA et al, 2010). A observacdo da
soroconversdo com elevagcdo maior ou igual a 4 titulos garante um resultado
confidvel, uma vez que h& associacdo entre a elevacdo do titulo de
anticorpos  especificos com sintomas compativeis com FMB

(http://www.cdc.gov/ticks/diseases/rocky _mountain_spotted_fever/).
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Porém, existe um numero significativo de casos da doenca no Estado
de S&o Paulo que evolui clinicamente de forma grave e rapida com
ocorréncia de 6Obito em até 10 dias ap0s o aparecimento dos sintomas, néo
sendo possivel a coleta da segunda amostra biolégica. Nesses casos, no
LRIAL realiza-se o teste sorolégico em amostra Unica de sangue, com
pesquisa de IgG e IgM especificos para GFM, sendo titulos maiores do que
128 considerados casos provaveis. A conclusdo desses casos depende da
analise critica dos dados clinicos, epidemioldgicos, juntamente com outros
resultados laboratoriais, e o resultado da pesquisa para outros agentes.

Entre os métodos diretos para deteccdo etioldégica da FM estdo o
isolamento em cultura de células realizado no LRIAL e a andlise
histopatoldgica e imunohistoquimica realizada no Centro de Patologia do
IAL. Os métodos moleculares estdo em fase inicial de introdugdo na rotina
diagndstica das riquetsioses no LRIAL.

O isolamento da riquétsia em cultura celular € um procedimento
laborioso que exige alta qualificacdo técnica e laboratério nivel trés de
seguranca microbiolégica para manipulacdo do agente viavel. Devido a
essas dificuldades sdo poucos os laboratorios que disponibilizam esse
servico para o diagndstico das riquétsias. Como se trata de uma bactéria
intracelular, a amostra clinica deve ser inoculada em células suscetiveis e 0
agente cresce em co-cultivo. A centrifugacao diferenciada para as riquétsias
aumentando a eficiéncia da inoculagdo foi incorporada na metodologia
sendo denominada shell vial (MARRERO e RAOULT., 1989, MELLES et
al.,1992 e 1999)

O isolamento de riquétsias € extremamente Util nos casos mais
graves, quando a coleta é feita na fase aguda da doenca, embora ndo haja
anticorpos detectaveis, ha intensa riquetsemia, sendo grandes as
possibilidades de isolamento da bactéria (QUESADA et al.,2006). Aléem da
identificacdo do agente para o diagndstico, o isolamento de riquétsias em
cultura celular possibilita estudos posteriores de caracterizacdo molecular

dos isolados e producéo de antigeno para RIFI.
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A experiéncia adquirida no Laboratorio de Riquétsias do IAL mostrou
que nos casos de Obito por FMB, em pelo menos 60% dos casos
confirmados pelo isolamento da bactéria, a sorologia em amostra Gnica
colhida na fase aguda apresentou resultado negativo.

Em apenas 10-20% dos casos fatais ha o envio de amostra adequada
para o teste de isolamento bacteriano para riquétsias GFM, muitas unidades
requisitantes ndo possuem condi¢cdes adequadas para a coleta e envio de
amostras para realizacdo do isolamento em cultura de células, limitando a
realizacédo deste exame.

O resultado do isolamento é conclusivo, quando positivo; porém
guando negativo possui baixo valor diagnéstico, pois uma série de fatores
pode interferir no processo, como 0 uso de antibiético antes da coleta, as
condicdes de esterilidade da coleta, armazenamento e transporte da
amostra.

Nos casos de Obito, quando isolamento resultar em negativo, ou
quando nao for realizado, o diagndstico laboratorial da FMB baseado
somente na sorologia em amostra Unica pode tornar-se impreciso e néo
fidedigno.

No Centro de Patologia do IAL, a histopatologia e imunohistoquimica
sao realizadas em amostras de tecidos obtidas em bidpsia de lesdes de pele
de pacientes infectados ou em material de necropsia, como fragmentos de
pulmao, figado, baco, coragéo, rim, musculo e cérebro, fixados em formalina
a 10% e incluidos em parafina. Os achados histopatolégicos evidenciados
sdo associados a lesdo endotelial causada pelas riquétsias, com espectro
variando desde infiltrado linfomononuclear até quadros de intensa vasculite
leucocitoclastica. Essa técnica apresenta elevada sensibilidade e
especificidade e seus resultados consistem em demonstracdo positiva de
antigenos riquetsiais em células endoteliais de amostras de bidpsia ou
autopsia (INFORME TECNICO, 2011).

Os laboratorios de referéncia para o diagnéstico de riquetsioses no
Brasil tém utilizado os métodos moleculares de maneira ainda limitada,

restringindo-se principalmente aos projetos de pesquisa (HORTA et al.,
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2004, LABRUNA et al.,2004, NASCIMENTO, 2003 e NASCIMENTO, et al.,
2005) ou confirmacdo de alguns casos (SPOLIDORIO, et al.,, 2010,
FAVACHO, et al., 2011). Os resultados obtidos sdo bastante estimulantes,
porém sua aplicacdo no diagndéstico de riquetsioses na rede publica de
saude exige alto investimento financeiro e protocolos de referéncia para os
laboratorios da rede.

Embora tenha perspectivas promissoras, o diagnostico molecular da
FMB recebe algumas criticas devido a possibilidade de resultados falso-
negativos (KIDD, et al,. 2008). Assim como todos os outros métodos que
detectam o agente etiolégico, tais como isolamento e a imunohistoquimica, o
curto periodo de bacteremia € uma das principais razdes do resultado falso
negativo (SOUZA, et al, 2009). Pode-se inferir que, quanto mais precoce a
coleta da amostra bioldégica maiores sdo as possibilidades de se detectar o
agente diretamente e menores sdo as possibilidades de se detectar os
anticorpos especificos, por outro lado, quanto mais tardia, menores as
possibilidades de se detectar o agente diretamente, porém maiores as
possibilidades de se detectar anticorpos no soro (CHOI, et al., 2005). Na
Figura 4 pode se observar a relagdo entre os marcadores soroldgicos e
etioldgicos no curso das riquetsioses humanas (RICHARDS, 2012)

Outros fatores associados ao resultado falso negativo seriam a
possivel presenca de inibidores da reacdo de PCR e, a baixa recuperacao
de DNA do agente infeccioso no processo de extracdo devido a resisténcia
das diferentes matrizes biolégicas (soro, coagulo, amostras de tecido). A
antibioticoterapia especifica ha mais de 24 horas antes da coleta da amostra

bioldgica para o exame também favorece o resultado falso negativo.
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Figura 4. Curso temporal dos marcadores gerais das doencas riquetsiais (Febre Maculosa e
outras riquetsioses humanas) em relagao a detecgdo e diagndstico. “Inoc” se refere na
figura ao tempo que o agente riquetsial é inoculado no hospedeiro através do vetor
artropode. Escara (barra vermelha) se refere a lesédo no local da inoculagdo, no qual
aparece dentro de poucos dias a partir da picada do artropode vetor e em algumas
riquetsioses evolui com eritema e placa endurecida e escara central. “Febre” (barra azul
escuro) se refere ao tempo para o aparecimento da febre e outros sintomas da doenca.
“Exantema” (barra azul claro) se refere ao aparecimento das maculas papulares,
papulovesiculas e/ou petequias, aproximadamente 3-5 dias ap6s o aparecimento dos
sintomas até 5-8 dias do curso da doenca. Imunoglobulina (Ig) M e G aparecem em niveis
detectaveis em 5-10 dias apds a apresentacdo da doenca permanece por meses a anos,
respectivamente. Cultura de riquétsias e detec¢cdo de DNA e Antigenos (Ag) (bloco azul)
podem ser aplicadas antes da apresentacdo da doenca se uma escara for identificada, mas
geralmente ocorre imediatamente apds a apresentacéo da doenca até uma a duas semanas
posteriores. Os ensaios sorolégicos (bloco azul) pode detectar IgM ou IgG ou ambos cerca
de 5-10 dias apds a apresentacdo da doenca. Para a sorologia, uma amostra deveria ser
colhida na fase aguda da doenca e outra na fase de convalescenca de 10-20 dias de
evolugdo. A soroconversao ou aumento de quatro vezes o titulo € uma indicacdo de que
ocorreu uma doenca riquetsial (RICHARDS, 2012, com modificacdes)

N&o apenas a precocidade da coleta da amostra pode interferir na
sensibilidade da deteccdo etioldgica do agente, mas também a gravidade
dos casos (LEITNER, et al, 2002). Quanto maior a gravidade do caso, maior
a probabilidade de se detectar o agente. Por se tratar de bactéria intracelular
obrigatéria, a probabilidade de ser detectada em amostras periféricas como
sangue/soro sera maior qguanto maior a extensao da leséo celular (vasculite),
0 gque ocorre frequentemente nos casos fatais FMB.

Em 1989, TZIANABOS et al. detectaram riquétsias GFM em amostras

clinicas humanas (coagulo sanguineo) utilizando apenas os iniciadores TZ-
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15 e TZ-16 empregando PCR convencional e obtiveram resultados bastante
interessantes: dos nove casos confirmados pela PCR, sete (78%) eram
provenientes de casos graves que evoluiram para 6bito.

Poucos estudos utilizaram o soro como amostra clinica para pesquisa
de riquétsias GFM em humanos, utilizando ferramentas moleculares (CHOI,
et al., 2005, LEITNER, et al, 2002), os melhores resultados foram obtidos de
amostras de casos que evoluiram para o 06bito (casos graves). Em trabalho
recente do nosso grupo de pesquisa a Nested PCR foi utilizada em 50
amostras de soro de pacientes que evoluiram para o 0Obito; 14 casos foram
detectados exclusivamente pela Nested PCR e a maior sensibilidade (25
casos) foi obtida quando os resultados da Nested PCR foram analisados
complementando os da sorologia e do isolamento para FMB (NASCIMENTO
et al., 2009).

A PCR em tempo real, idealizada para andlise quantitativa de alvos
génicos, vém cada vez mais demonstrando seu potencial na pesquisa
qualitativa de agentes infecciosos. No IAL, em 2009, seguindo as
recomendacdes do CDC/USA, a PCR em tempo real foi implemententada
para o diagnostico do virus Influenza AH1IN1 pandémico, onde pode ser
demonstrada sua capacidade analitica. Desde entdo, houve um incentivo
institucional para a expansao da utilizacdo desta metodologia para pesquisa
qualitativa de outros agentes infecciosos.

Em relagdo a PCR convencional, além da alta capacidade analitica, a
PCR em tempo real para pesquisa qualitativa de agentes apresenta
vantagens com menor risco de contaminacdo devido a eliminacdo dos
processos pos-PCR e diminui¢éo significativa da subjetividade da leitura dos
resultados, uma vez que é feita em tempo real e através do programa
especifico do aparelho de PCR quantitativa.

A praticidade, com resultado em Unica reacdo, e protocolos mais
rapidos devido as regibes génicas alvo serem menores (70-150 pb)
favorecendo maior eficiéncia na amplificacdo. A eliminacdo da eletroforese
para identificacdo dos fragmentos € um importante fator que colabora para

rapidez no processo.
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Como a deteccédo dos fragmentos amplificados na PCR em tempo real
ocorre durante a reacao e nao no final como no PCR convencional e Nested,
a cinética da reacdo pode ser monitorada, e o desempenho da reacao pode
ser calculado, colaborando com o0 monitoramento da especificidade da
reacdo e controle de qualidade na analise das amostras. A deteccdo em
tempo real fornece um valor quantitativo a cada amostra analisada
possibilitando estabelecer uma relacdo quantitativa entre elas. Os
monitoramentos da estabilidade do controle positivo, da eficiéncia da
extracdo e do desempenho geral da corrida podem ser registrados em cartas
controles de dentro de um programa de qualidade.

Nos ultimos anos, a PCR em tempo real para o diagnéstico de
riquetsioses humanas tém sido cada vez mais utilizada pelos Laboratorios
de Referencia nos EUA e Europa (EREMEEVA, et al., 2003, KATO, et
al.,2012, ANGELAKIS, et al., 2012, RENVOISE, et al., 2012).

A proposta deste estudo foi verificar o desempenho de dois protocolos
de PCR em tempo real para deteccdo de riquétsias, os quais variam em
relagdo a regido génica alvo e ao mecanismo de sinalizagdo da amplificagdo
(EREMEEVA, et al., 2003 e LABRUNA, et al., 2004).

Um dos protocolos de PCR em tempo real para deteccdo de
riquétsias GFM foi desenvolvido pelo grupo do CDC-EUA (EREMEEVA et
al., 2003) para quantificagdo de riquétsias em cultura celular. Baseia-se na
amplificacdo de um fragmento de 154 pb da regido génica que codifica
proteina de membrana OmpA e possui sensibilidade de até 5 copias/reacéo
utiizando como template plasmidio clonado. Estudos preliminares
(SANTOS, et al., 2011) empregando 50 amostras de soro mostram que a
sensibilidade deste método € compativel com a Nested PCR, ou seja em
uma unica reacao de gPCR a sensibilidade € 100 vezes maior do que na
PCR convencional (CHOI et al., 2005).

No protocolo de gPCR proposto por EREMEEVA et al., (2003) a
amplificacdo € sinalizada por um agente intercalante de fita dupla de DNA
chamado SYBR Green, sendo portanto uma reacdo de menor custo em

relacdo ao uso de probe fluorescente, porém ha necessidade da analise da
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curva de dissociacao (melting) para confirmacédo da amplificacdo especifica.
Apesar deste método ndo utilizar uma marcacao especifica, os iniciadores
(primers) flanqueiam uma regido génica polimorfica dentro do GFM e as
amostras com curva de melting deslocadas em relagéo a R. rickettsii podem
ser encaminhadas para sequenciamento génico, possibilitando a
identificagdo de algumas espécie. Até o momento, no Brasil, as riquétsias
isoladas de casos humanos graves de FMB tém sido identificadas como R.
rickettsii apds sequenciamento génico (OGRZEWALSKA, et al.,, 2011),
porém o0 monitoramento do agente etioldgico é importante para vigilancia
epidemioldgica da doenca.

O outro protocolo de PCR em tempo real a ser avaliado foi idealizado
por LABRUNA, et al. (2004) para pesquisa de riquétsias em vetores; tem
como regido alvo o gene da Citrato Sintase (gItA) e é capaz de detectar por
meio de sonda de hidrélise marcada com fluoroforo (TagMan®) um
fragmento de 147 pb presente constitutivamente no Género Rickettsia
(Rickettsia spp). A sensibilidade da técnica é de até 1 coOpia para Rickettsia
rickettsii, utilizando template de plasmidio clonado.

Neste estudo a PCR em tempo real, representada pelos protocolos de
EREMEEVA, et al. (2003) e LABRUNA, et al. (2004), foi avaliada como
ferramenta diagndstica para deteccdo de riquétsias em amostras biolégicas

encaminhadas ao LRIAL para o diagndstico laboratorial da FMB.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as aplicacbes da PCR em tempo real no diagnéstico

laboratorial da FMB, identificando abrangéncia e limita¢des técnicas, visando

estabelecer protocolos para sua incorpora¢do na rotina diagnéstica.

2.2. Objetivos Especificos

>

Validar os protocolos de PCR em tempo real glitA-TagMan® e ompA-
SYBR

Avaliar a especificidade e sensibilidade analitica dos protocolos.
Aplicar os protocolos nas amostras biolégicas encaminhadas ao
LRIAL.

Analisar os resultados obtidos nos diferentes grupos de estudo:
pacientes com suspeita clinica de FMB que evoluiram para o 6bito,
pacientes positivos e negativos confirmados pela sorologia para FMB,
pela RIFI em amostras pareadas.

Correlacionar os resultados obtidos empregando a PCR em tempo
real com outros dados laboratoriais.

Definir as aplicacdes e limitagbes da PCR em tempo real no
diagndstico laboratorial da FMB.
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3. Justificativa

A Febre Maculosa Brasileira faz parte do diagndstico diferencial nas
Sindromes Febris Hemorragicas Agudas, porém o diagndstico sorologico na
fase aguda da doenca é um desafio para o laboratério, dado o aparecimento
tardio dos anticorpos especificos, em niveis detectaveis no sangue. O
isolamento de riquétsias em cultura celular, indicado especialmente para o
diagnéstico em casos graves, € frequentemente dificultado pela
necessidade de condicOes especiais de transporte e armazenamento para
manter a viabilidade da amostra clinica.

Em 1997 a técnica de PCR foi indicada como uma alternativa para o
diagnéstico precoce da doenca, possibilitando a deteccdo do agente
infeccioso antes da soroconversédo (LA SCOLA e RAOULT ,1997), porém a
abrangéncia e limitagdes do seu uso para o diagndstico em humanos ainda
nao estao definidos.

NASCIMENTO et al, (2009) utilizando a Nested PCR (htrA),
pesquisaram riquétsias do GFM em 50 amostras de soro de pacientes com
suspeita clinica de FM, que evoluiram para o ébito. Nesse estudo, 14 casos
foram detectados exclusivamente pela Nested PCR. Houve um aumento de
2,3 vezes na capacidade diagnéstica com a utilizacdo da Nested PCR (de 11
positivos detectados pela sorologia e/ou isolamento, para 25, utilizando a
Nested como metodologia complementar).

Estes dados preliminares registrados no LRIAL indicam que existem
situagcdes em que os exames laboratoriais de rotina podem ser insuficientes
para conclusdo dos casos de FMB, sendo necessaria a busca de novas
metodologias de avaliacdo diagndstica, que possibilitem fornecer resultados
com maior sensibilidade e especificidade, particularmente em casos fatais,
guando as amostras séo limitadas.

Neste trabalho, a abrangéncia e limitagbes da PCR em tempo real
para o diagnostico da FMB foram avaliados visando estabelecer protocolo(s)
de aplicacdo do meétodo passiveis de serem incorporados a rotina

diagnéstica.
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4. Casuistica e Métodos:

4.1. Casuistica

O grupo de estudo foi constituido por amostras biolégicas de 539
pacientes que tiveram suspeita clinica de FMB selecionados entre 0s anos
de 2005 a 2012 no LRIAL. Destes, 410 foram casos fatais, chamados neste
estudo como grupo de 6bitos e 129 néo fatais.

Dos 129 néao fatais, 84 tiveram o diagnostico de FMB confirmado pela
RIFI com soroconverséo (elevagéo de 4 vezes o titulo de IgG) em amostras
pareadas coletadas com intervalo de = 15 dias e foram denominados de
grupo de soroconversdes. Neste grupo, 46 casos foram do Estado de Sé&o
Paulo e 38 do Estado de Santa Catarina.

Ainda entre os nao fatais, 45 tiveram a suspeita de FMB excluida com
sorologia pela RIFI negativa em amostras pareadas com intervalo de = 15
dias, sendo chamados neste estudo de grupo de soronegativos.

Um grupo de 25 individuos higidos foi selecionado a partir de um
estudo de vigilancia soroepidemioldgica para FMB na regido de Campinas,
realizado em 2006 e foram denominados neste estudo de grupo de controles

negativos.

4.2. Amostragem

Neste estudo foram incluidas amostras de soro e, quando disponiveis,
também foram analisadas amostras de sangue total, codgulo e/ou biépsias
de leséo de pele.

Todas as amostras bioldgicas selecionadas da rotina diagndstica do

LRIAL incluidas neste estudo estdo descritas no esquema a seguir:
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Casos com suspeita clinica de FMB Controle

Higido

Soroconversoes Soronegativos Controles
- 61 coagulos 84 45 . 25
da fase aguda *RIFI (+) *RIFI (-) RIFI (-)
- 29 biopsia de 1 1 1
pele

- 9 coagulos da fase - 39 coagulos da - 25 amostras
- 410 soros aguda fase aguda de soro da 1#
el/ou sangue coleta
fase aguda - 84 amostras de - 45 amostras de

soro da 12 coleta soro da 12 coleta

(fase aguda) (fase aguda)

- **21 amostras de
soro da 22 coleta
(fase convalescenca)

*RIFI em amostras pareadas com intervalo de coleta 215 dias

Figura 5. Fluxograma da casuistica e amostragem, incluida no estudo das aplicacdes da
PCR em tempo real no diagnostico laboratorial da Febre Maculosa Brasileira, selecionados
entre 2005 e 2012 no LRIAL. **No grupo de soroconversdes foi selecionada uma
amostragem de 21 soros de fase de convalescenca para avaliar as aplicacdes da qPCR
para FMB nesse tipo de amostra biolégica.

4.3. Aspectos Eticos

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte do conjunto de
amostras encaminhadas ao LRIAL para diagnéstico laboratorial de rotina
para FM, a saber: sorologia para FM e isolamento de riquétsias do grupo da
FM. Os resultados dos exames laboratoriais realizados na rotina foram
liberados dentro do prazo previsto pela instituicdo, portanto os dados
utilizados destes exames foram obtidos do banco do IAL, SIGH-IAL.

Os casos positivos detectados pela qPCR foram comunicados a
Vigilancia Epidemioldgica da Febre Maculosa (CVE-SES-SP), uma vez que
trata-se de doenca de notificacdo compulsoéria.

Os dados sobre a identificacdo dos pacientes foram e continuam

sendo mantidos em sigilo.
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No presente estudo ndo h& conflito de interesse por parte dos
participantes.

Este projeto foi aprovado no Comité de Etica do IAL com nimero de
protocolo: 035/2011 e no Comité Técnico Cientifico do IAL com numero de
registro 01D/2011.

4.4. Métodos

4.4.1. Extracdo de acido nucléico das amostras clinica

Os &cidos nucléicos das amostras de soro foram extraidos utilizando o
protocolo otimizado do kit PureLink ™ Viral RNA/DNA (Invitrogen®) para
rapida e eficiente purificacdo de &cido nucléico viral em amostras livres de
célula. Utilizando microtubo estéril de 2,0 mL, em 200 pyL de soro adicionou-
se 200 yL de tampao fosfato (PBS pH=7,2), 400 yL do tampéo de lise (
incluso no kit) e 50 yL de proteinase K a 20,0 mg/mL e 5,6 ug de RNA
Carregador (Carrier), seguido de incubagcdo a 56°C por 30 min. Apdés o
periodo de incubacao, 500 uL de etanol absoluto foi adicionado. A mistura
foi agitada no vortex e incubada por 5 min. Apds centrifugacao rapida (spin)
foi adicionada a coluna de purificacdo do kit, seguido de centrifugacdo
6.800xg por 1 min. A coluna foi lavada 2 vezes, de acordo com o protocolo
do fabricante. O &cido nucléico foi eluido da coluna com 40 uL de agua
estéril livre de RNAse e DNAse, apds incubacdo por 1 min a TA e
centrifugagdo a 14.000xg por 2 min. O material extraido foi armazenado a -
20°C até o momento do uso.

A extracdo do DNA das amostras de sangue foi realizada de acordo

com o protocolo do kit PureLink ™

Genomic DNA (Invitrogen®). Brevemente,
a 200 pL de sangue adicionou-se 20 yL de proteinase K a 17,8 mg/mL, 180
ML do tampdo de digestdo incluso no kit e misturou-se bem, seguindo
incubacdo a 55°C por 30 min. Adicionou-se 400 pL do tampédo de
lise/ligacdo. A mistura foi agitada no vortex por 15 seg e 400 pyL de etanol
96-100% foi adicionado. ApGs nova agitacdo no vortex por 15 seg a mistura

foi adicionada na coluna de purificagéo e centrifugada a 10.000xg por 1 min
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a TA, em duas etapas de 600 uL. A coluna foi lavada de acordo com o
protocolo do fabricante. O DNA foi eluido com 40 pyL do tampéao de eluicéo
do kit, apds incubacédo por 1 min a TA e centrifugacédo a 14.000xg por 1 min.
A solucéo contendo o DNA extraido foi armazenada a -20°C até o momento
do uso.

As amostras de biopsia de lesdo de pele foram processadas utilizando
o kit PureLink ™ Genomic DNA (Invitrogen®). Das amostras de tecido foram
utilizados aliquotas de cerca de 25-30 mg (aproximadamente 3 mm?),
colhida com material estéril. As amostras de tecido foram maceradas em 200
ML do tampéo de digestdo do kit e incubadas para digestdo com proteinase
K do kit por 50 min a 55°C, seguindo entédo o protocolo recomendado no Kit.

Das amostras de coagulo foram utilizadas aliquotas de 200 pL, as
quais foram incubadas com 200 pL do tampéo de digestdo do kit por 40 min
a 55 °C, com agitagcédo no vortex a cada 10 min. Seguiu-se entdo o protocolo
do kit PureLink ™ Genomic DNA (Invitrogen®) mantendo as proporcdes de
1:1:1 dos reagentes amostra+ tampao de digestdo: tampéao de lise: etanol
absoluto.

O produto das extracdes das bidpsias de lesdo e coagulos foram
eluidos em 60 pL do tampao de eluicdo e armazenado -20 °C até o

momento do uso.

4.4.2. PCR em tempo real para FMB

As amostras extraidas foram submetidas a dois protocolos de PCR em
tempo real para o diagndstico da FMB para deteccéo de Rickettsias spp. Um
protocolo de PCR em tempo real adicional para deteccdo de RNAse P
humana foi utilizado como controle interno endégeno do ensaio (Tabela 1).

O protocolo que, neste estudo, foi denominado gItA-TagMan® utilizou
os iniciadores CS-5 e CS-6 e foi planejado para amplificar um fragmento de
147 pb do gene da enzima citrato sintase (gItA) presente no Género
Rickettsia. A probe do tipo TagMan® foi marcada na regido 5" terminal com
a molécula sinalizadora 6-carboxifluoresceina (FAM) e na regido 3’terminal

com Blackhole Quencher 1 (BHQ1). As reacdes foram desenvolvidas nos
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equipamentos de PCR em tempo real 7300 da Applied Biosystems ou Light
Cycler 480 Il da Roche, com volume final de reacéo de 25 uL, sendo 12,5 uL
de Master Mix (SuperScript® Il Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR
System with ROX, Invitrogen®), 0,5 yL de cada um dos iniciadores a 25 uM,
0,5uL de probe a 15 uyM e agua grau pura para biologia molecular em
quantidade suficiente para 20 pL, e 5 yL da solugdo contendo DNA extraido
da amostra. As condi¢Bes de cliclagem foram: 1 ciclo a 50°C por 10 min, e
95°C por 2 min, seguido de 45 ciclos de 15s a 95°C, 30s a 50°C e 30s a
60°C. Este protocolo foi planejado para detectar sinal de amplificacdo para
todas as espécies de Rickettsia, incluindo R. rickettsii, R prowazekii, R
canadensis, R akari, R felis, R montanesis e R sibirica. A sensibilidade deste
método de acordo com a literatura € de 1 cOpia de DNA para R rickettsii a
100 copias para R bellii (LABRUNA, et al., 2004).

O segundo protoloco de PCR em tempo real para deteccédo de
Rickettsia spp avaliado neste estudo foi denominado ompA-SYBR.
Idealizado por EREMEEVA, et al.(2003) é capaz de detectar especificamente
riquétsias do Grupo da Febre Maculosa. Os iniciadores RR190.547F e
RR190.701R (Tabela 1) foram desenhados para amplificar um fragmento de
154 pb do gene da proteina de membrana rOmpA de Rickettsia rickettsii,
exclusiva do Grupo Febre Maculosa (n° de acesso no GenBank M31227.1).
As reacOes foram desenvolvidas nos equipamentos de PCR em tempo real
7300 da Applied Biosystems ou Light Cycler 480 Il da Roche, com volume
final de reacdo de 25 pL, utilizando-se os reagentes e o protocolo do Kit
SYBR Green (SYBR Green Master Mix 2X, Applied Biosystems). A cada
ensaio foi utilizado 5 pL da solugcdo de DNA extraida das amostras e 0,5 L
de cada um dos iniciadores a 25 uM. As condi¢des de ciclagem foram: 1
ciclo de 50°C por 2 min e 95°C por 3 min, seguido de 45 ciclos de 20s a
95°C, 20s a 57°C e 65°C por 30s. Apos a ciclagem, seguiu-se extensao final
de 72°C por 5 min e curva de dissocia¢do (melting curve) de acordo com o
protocolo padrao (default) dos equipamentos. De acordo com EREMEEVA,
et al., 2003, este protocolo é capaz de detectar sinal de amplificacdo de 11

espécies de Rickettsia do GFM, incluindo R. rickettsii, R montanesis, R
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rhipicephali, R parkeri, R slocava, R africae, R sibirica, R honei, isolado SFG
364-D, Astrakhan spotted fever A-1 e Israeli tick typhus CDC. A sensibilidade
deste método de acordo com a literatura é de 5 copias/reacao utilizando

controle clonado.

Para cada partida de reacdo de PCR em tempo real para detecc¢éo de
Rickettsia spp foram utilizados 2 controles de reagentes e ambiente (NTC —
no template control) e 4 controles positivos, sendo uma duplicata de
concentracdo média (1:100) e outra de concentracdo baixa (1:1000) (PTC —

positive template control).

Os controles positivos foram obtidos a partir de cepas de Rickettsia
rickettsii isoladas de amostras clinicas de pacientes com FMB, as quais
foram repicadas em cultura de células Vero, identificadas por
Imunofluorescéncia indireta e, apos extracdo de DNA foram submetidas a
sequenciamento génico das regibes ompA, ompB e gItA de acordo com
REGNERY, et al. (1991), sendo caracterizadas como 100% idénticas a cepa
R. rickettsii Taiacu, previamente isolada de carrapatos Amblyomma
aureolatum, no Brasil (OGRZEWALSKA, et al., 2011).

Para avaliar a qualidade das amostras processadas com relacdo a
recuperacdo do DNA extraido baseando-se no valor do CT e, a presenca de
possiveis inibidores da PCR, foi realizada uma PCR em tempo real de um
controle interno endégeno cujo alvo foi a Rnase P humana seguindo o
protocolo recomendado pelo CDC para deteccdo do virus Influenza (REF. #
[-007-05, e SHU, et al., 2011). Na Tabela 1 estdo descritos os iniciadores
utiizados e a sonda TagMan® marcada na regido 5  terminal com a
molécula sinalizadora 6-carboxifluoresceina (FAM) e na regidao 3"terminal
com Blackhole Quencher 1 (BHQ1). O volume final de reacao foi de 25 pL,
sendo 12,5 yL de Master Mix (SuperScript® Il Platinum® One-Step
Quantitative RT-PCR System with ROX), 0,5 yL de cada um dos iniciadores
a 40 uM, 0,5 pL de probe a 10 uM e 6 uL de agua grau pura para biologia

molecular e 5 yL do DNA extraido da amostra. As condigbes de ciclagem
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foram modificadas do protocolo original, sendo utilizado o mesmo protocolo

para gltA-TagMan®.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores (primer e probe) utilizados nos
protocolos de PCR em tempo real para deteccéo de Rickettsia spp e controle
interno enddgeno, em amostras bioldgicas de pacientes com suspeita
clinica/epidemiologica de Febre Maculosa Brasileira, analisados no
Laboratério de Riquétsias do IAL entre 2005 e 2012.

Tamanho
Aplicacio Nome Gene Sequéncia de nucleotideo do produto
plicag alvo (5'-39) amplificado
(bp)
CS-5 GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT
Citrato
gPCR para CS-6 Si
i i - Intase  AGGGTCTTCGTGCATTTCTT 147
Rickettsia spp (gltA)
CS-Probe 6-FAM d(CATTGTGCCATCCAGCCTACGGT) BHQ-1
gPCRpara  RR190.547F  190.kpa CCTGCCGATAATTATACAGGTTTA
Rickettsia spp 154
GEM RR190.701R (OMPA)  GTTCCGTTAATGGCAGCATCT 5
Controle RnaseP F AGATTTGGACCTGCGAGCG
Interno RnaseP R RNaseP GAGCGGCTGTCTCCACAAGT 65
enddgeno humana

RnaseP Probe 6-FAM d(TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG) BHQ-1

4.4.3. Validacéo dos ensaios de PCR em tempo real

Para validacdo analitica dos ensaios de PCR em tempo real foi
utilizado como padré@o positivo uma solucdo de DNA extraida de co-cultivo
de Rickettsia rickettsii em células Vero 100% infectadas. A cepa de
Rickettsia rickettsii utilizada foi isolada no LRIAL, a partir de amostra clinica
de paciente com FMB do Estado de S&o Paulo, a qual foi repicada em
cultura de células Vero, identificada por Imunofluorescéncia indireta e, apos
extracdo de DNA foram submetidas a sequenciamento génico das regides
ompA, ompB e gltA de acordo com REGNERY, et al. (1991), sendo
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caracterizada como 100% idéntica a cepa R. rickettsii Taiacu, previamente
isolada de carrapatos Amblyomma aureolatum, no Brasil (OGRZEWALSKA,
et al., 2011).

Para avaliar a eficiéncia dos protocolos de PCR em tempo real uma
curva de diluicdo em série de 10 (5 logs) foi processada para deteccdo de
gltA-TagMan® no equipamento ABI500 e para ompA-SYBR no LightCycler
480 da Roche. A curva foi realizada em quadruplicata e compostas por 8
pontos de concentracéo, partindo da amostra pura (sem diluicdo) até 1:10™".

A maior diluigdo que produziu sinal de amplificacdo nos 2 protocolos
foi 1:10°. Para célculo dos parametros de eficiéncia, a concentracdo inicial
do template (numero de copias do fragmento alvo) foi considerada
hipoteticamente igual a 10" por mL (valor estimado considerando-se a
existéncia de aproximadamente 1 cépia na diluicdo 1:10°, correspondendo
ao ponto de maior diluicdo da curva que produziu sinal de amplificacéo).

Para os célculos de eficiéncia foram excluidos os pontos cuja diluicao
ndo produziu sinal de amplificacdo. Ainda no mesmo ensaio, as
concentracdes hipotéticas de 10° (1:10%) e 10* (1:10*) foram replicadas 20x

para o céalculo da precisao intra-ensaio.

Para avaliacdo da especificidade e sensibilidade diagnéstica da PCR
em tempo real para deteccdo de Rickettsia spp, foram selecionados do
grupo de obitos “verdadeiros” positivos e negativos fundamentando-se em
resultados de outros ensaios de deteccéo etioldgica realizados no IAL como:
isolamento microbiolégico, imunohistoquimica em tecido parafinado e PCR.
As informacdes foram obtidas do sistema de gestéo laboratorial SIGH-IAL.

O grupo de “verdadeiros” positivos foi composto por 36 casos
integrantes do grupo de Obitos com diagndstico de FMB confirmado pela
técnica de isolamento bacteriano em cultura celular (n=10 casos) ou por
imunohistoquimica em tecido parafinado (n= 26 casos).

O grupo de “verdadeiros” negativos foi composto por 39 integrantes
do grupo de 6bitos, cujo desfecho da doenca foi provocado por agentes

etiologicos que fazem parte do diagnostico diferencial para FMB:
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dengue(n=7), febre amarela(n=1), hantavirus(n=1), leptospirose(n=2),
meningite (n total=24 Neisseria meningitidis, 19 sorogrupo C e 5 sorogrupo
B) e Influenza (total=4, 2 HIN1 pandémico, 1 Influenza B e 1 Influenza A
H3N2) confirmados pelas técnicas imunohistoquimica em tecido parafinado,
isolamento do agente infeccioso ou PCR.

Para avaliagdo da especificidade e sensibilidade técnica da PCR em
tempo real para o diagnéstico da FMB em relagdo a outras técnicas
moleculares, foram analisadas 50 amostras de soro de casos integrantes do
grupo de Obitos, os quais foram previamente analisados no estudo de
NASCIMENTO, et al. (2009) pelas técnicas de nestedPCR, seguido de
sequenciamento genético. No estudo de NASCIMENTO, et al. (2009) acidos
ndcleicos extraidos de amostras de soro de 50 casos fatais com suspeita
clinica de FMB foram submetidos a nestedPCR da regido génica htrA que
codifica a proteina 17KDa, presente em riquétsias do Grupo Febre
Maculosa. O fragmento especifico htrA foi identificado em 20 das 50
amostras analisadas e 0 sequenciamento génico dos casos positivos
apresentou 100% de identidade com R rickettsia e com Grupo Febre

Maculosa.

4.4.4. Pesquisa de anticorpos para FMB em amostras de soro

A RIFI utilizada para deteccdo dos titulos de anticorpos anti- IgG e
anti-lgM nos soros humanos seguiu a metodologia utilizada na rotina do
LRIAL. Foram utilizadas laminas para imunofluorescéncia impregnadas com
antigenos produzidos in house a partir de um isolado de Rickettsia rickettsii
cultivado em células VERO, caracterizado previamente por sequenciamento
génico (OGRZEWALSKA, et al., 2011).

Para producdo das laminas no LRIAL, uma cepa de Rickettsia
rickettsii mantida em co-cultivo em células Vero foi descongelada e agitada
no vortex por 15 seg e 100uL foi inoculado em um tubo de vidro com fundo
chato contendo monocamada de células Vero de 24 horas. Foram utilizados
10 tubos, sendo 9 inoculados e 1 controle de células. Apdés 5 dias de

incubacdo em meio MEM com 5% de SFB e 10ug/mL de glutamina um tubo
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inoculado e um controle foram submetidos a RIFI para identificacdo do
crescimento das riquétsias GFM. A cultura foi repicada até alcangar 100% de
células Vero infectadas. O meio de cultura foi descartado, o tapete celular
contendo células Vero 100% infectadas foi lavado com solugéo salina estéril
0,85%, em seguida foi adicionado 100uL de ATV e incubado por 10 min a
37°C. Os tubos foram agitados vigorosamente manualmente e o contetudo
transferido para tubos tipo eppendorf de 2mL estéreis contendo 20uL de
SBF. Os tubos foram centrifugados a 12.000xg por 30 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1mL de
solucéo salina estéril 0,85%. Os tubos foram novamente centrifugados a
12.000xg por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido em salina. O volume final da suspensao foi 10 vezes
menor que o volume inicial do meio de cultura, ou seja 100uL/ para cada
tubo de cultura. Nas laminas proprias para RIFI foi adicionado 2uL da
suspensao do co-cultivo de Rickettsia rickettsii em Vero em cada orificio da
lamina. Apos estarem secas, as laminas foram fixadas em acetona pura por
15 min a 8-10°C e secas no fluxo laminar. Uma lamina foi utilizada para
testar a qualidade da producao utilizando soros com titulos de IgG, IgM e
negativos previamente conhecidos. Apds a comprovacao da qualidade das
laminas as mesmas foram armazenadas no freezer -20°C até o uso. Todo o
processo de producao de laminas de RIFI para riquétsias GFM foi realizado
na cabine de seguranca bioldgica nivel Il e com EPIs apropriados para o

procedimento.

Para RIFI, uma aliquota da 12 e 22 amostra de soro foi diluida em PBS
seguindo-se uma diluicdo seriada 1:2 a partir de 1:64 e, em seguida
colocada sobre a lamina contendo os antigenos de riquétsias GFM. ApGs
incubagdo em camara umida a 37°C por 30 minutos a lamina foi lavada com
PBS. A cada lamina foi adicionado o conjugado especifico, imunoglobulina
anti IgG ou anti IgM humana marcada com fluoresceina diluida 1:100 em
corante Azul de Evans (0,01%). Apdés nova incubacdo em camara umida

(37°C, 30 minutos) e lavagem com PBS e agua destilada, as laminas foram
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cobertas com laminula com glicerina tamponada (com 10% de PBS) na
interface.

A leitura da lamina foi realizada em microscopio de fluorescéncia
modelo LABOPHOT da marca NIKON no aumento de 10 e 40X. Foram
observadas nos casos positivos: bactérias intra e extracelulares com formato
caracteristico da espécie, fluorescentes de contornos regulares coloracao
verde-macad densa e brilhante, e nos casos negativos: auséncia de
fluorescéncia. Foram testadas as diluicdes 1:64, 1:128 e 1:256 dos soros. Os
casos positivos foram confirmados pela verificagcdo da soroconversédo e/ou
elevacao de 4 vezes o titulo da 12 para a 22 amostra.

Nos casos cujos pacientes evoluiram para o 6bito impossibilitando a
coleta da segunda amostra, foi também realizada a pesquisa de IgM sendo

considerados reagentes os titulos que apresentaram IgG e/ou IgM =128.

4.4.5. Isolamento de riquétsias do GFM em cultura de células

O isolamento de riguétsias do GFM em cultura de células foi realizado
utilizando-se a técnica descrita por MELLES et al. (1999), a qual inclui
centrifugacdo do inoculo sobre as células suscetiveis para aumentar a
eficiéncia do isolamento, sistema denominado shell vial. Foram utilizados
tubos de vidro com fundo chato, de 14 mm de didmetro com
aproximadamente 100 mm de altura, no fundo de cada tubo foi adaptada
uma laminula circular de 12 mm de didmetro. Sobre a laminula circular foi
cultivada previamente uma monocamada de células Vero de 24 horas, com
aproximadamente 1x10° células, mantida em meio de cultura MEM
(GIBCO/BRL).

Durante processamento das amostras, o meio foi descartado e
adicionado em cada tubo sobre a monocamada de células Vero 0,1 - 0,3 mL
do macerado do coagulo ou fragmento de biépsia de lesdo em 1mL de meio
BHI. Em seguida, os tubos foram centrifugados (700xg, 60 min, 25°C), e
apos descartar o excesso de material foi adicionado 1 mL de MEM acrescido
de 5% soro fetal bovino, 10 pg/mL de glutamina,10 pg /mL de vancomicina e

20 pg /mL de estreptomicina. As culturas foram incubadas a 36°C por 5 dias.
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Foram utilizados trés tubos para cada amostra clinica. Em cada grupo de
amostras clinicas processadas foi utilizado como controle positivo um
isolado de riquétsias GFM identificado anteriormente. Um tubo de células

Vero sem inéculo representou o controle negativo.

ApGs o periodo de incubag&o, um tubo de células Vero inoculada de
cada amostra biolégica e os controles positivo e negativo foram fixados em
acetona resfriada por 4 a 8 °C por 10 min. Em seguida, sobre as laminulas
circulares internas contendo a cultura inoculada, foi realizada RIFI para
identificagdo de riquétsias GFM, utilizando-se soro humano positivo na
diluicdo 1:64 em PBS e conjugado anti IgG marcado com fluoresceina 1:100

em corante Azul de Evans (0,01%).

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram na
microscopia 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 riquétsias do GFM e as negativas, auséncia de fluorescéncia

intra e extracelular.

4.4.6. Andlise estatistica

Os resultados das analises foram expressos de forma descritiva
qualitativa ou quantitativa, em valor absoluto, média, mediana, desvio padréo
e porcentagem. Para andlise estatistica relativa a eficiéncia dos protocolos
de PCR em tempo real, linearidade, inclinacdo da curva (Slope), coeficiente
de correlacao (R? e desvio padrdo foram utilizados os softwares dos
equipamentos ABI7500 v2.0.5 e LigthCycler®480 SW 1.5.

A quantificacdo da concordancia de resutados entre dois testes foi
avaliada com indice Kappa (IC 95%), de acordo com FLEISS, (1981) através
do site: http://www.lee.dante.br/pesquisa/kappa/ .A interpretagéo dos valores
de kappa seguiu o recomendado por LANDIS e KOCH. (1977).
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A andlise quantitativa relacionando diferenga nos valores de CT entre
dois ensaios pareados de PCR em tempo real foi realizada utilizando o teste

de Student pareado bicaudal, com nimero amostral entre parénteses.

O teste t também foi utilizado para avaliar as diferencas entre as
médias de dois grupos quando a distribuicdo dos dados foi normal e o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney quando a distribuicdo nao foi normal .

Os niveis de significancia dos testes foram fixados assumindo um erro
tipo 1 de 5% (a=0,05).
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5. Resultados

Foram analisadas amostras biol6gicas de 539 casos com suspeita
clinica e/ou epidemiolégica de FMB e 25 individuos higidos, selecionados no
periodo de 2005 a 2012 (Tabela 2). Os critérios para selecdo dos casos
foram: volume de amostra suficiente para analise complementar pela técnica
molecular, amostras recentes, casos com maior numero de amostras

pareadas: soro, sangue, codgulo, bidpsia de leséo.

Tabela 2. Casos suspeitos de FMB e individuos higidos avaliados pela PCR

em tempo real para Rickettsia spp, no LRIAL no periodo de 2005 a 2012.

Ano Obitos Soroconversfes Soronegativos Controles
2005 0 5 0 0
2006 0 0 0 25
2007 1 4 0 0
2008 3 0 0 0
2009 31 6 10 0
2010 123 12 17 0
2011 156 22 18 0
2012 96 35 0 0
TOTAL 410 84 45 25

Informacges obtidas da requisicdo do exame e SIGH-IAL

A distribuicdo por sexo mostrou prevaléncia do sexo masculino em
todos os grupos. Nos grupos com suspeita clinica e/ou epidemiolégica de
FMB (6bitos, soroconversfes e soronegativos) na distribuicdo por faixas
etarias os casos distribuiram-se com maior frequéncia entre 10-59 anos
(Tabela 3).
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Tabela 3. Casos suspeitos de FMB e individuos higidos avaliados pela PCR
em tempo real para Rickettsia spp, no LRIAL no periodo de 2005 a 2012,

distribuidos segundo sexo e faixa etaria.

Variaveis Obitos Soroconversdes Soronegativos Controles
n(%) n(%) n(%) n(%)
Feminino 133 (32,4) 26 (31,0) 12 (26,7) 0 (0)
Masculino 277 (67,6) 58 (69,0) 33 (73,3) 25 (100)
Média das idades + DP 35,0+8,8 34,9+17,8 26+18,4 19,9+1,9
(intervalo) (0,3-84) 2-77) (1-70) (18-25)
0a9 37 (9,0) 10 (11,9) 12 (26,7) 0 (0)
10a19 70 (17,1) 8(9,5) 5(11,1) 14 (56,0)
20a29 57 (13,9) 12 (14,3) 10 (22,2) 11 (44,0)
30a39 63 (15,4) 18 (21,4) 4 (8,9) 0 (0)
40 a 49 71(17,3) 12 (14,3) 8 (17,8) 0 (0)
50 a 59 67 (16,3) 16 (19,0) 3(6,7) 0 (0)
60 a 69 30 (7,3) 5 (6,0) 1(2,2) 0 (0)
70a79 5(1,2) 1(1,2) 1(2,2) 0 (0)
80 a 89 2 (0,5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
n&o informado 8(2,0) 2(2,4) 1(2,2) 0 (0)
Total 410 84 45 25

Informac6es adquiridas da requisicdo do exame e SIGH-IAL. DP= desvio padrédo

Com relacao a distribuicdo dos casos suspeitos do FMB selecionados
por regides geograficas correspondentes aos IAL regionais, observou-se
predominio das principais regides endémicas para a doenca no Estado de

Sao Paulo: Campinas, Grande Séo Paulo, Rio Claro, Sorocaba e Marilia.

Foram incluidos no grupo das soroconversdes casos de procedéncia
do LACEN-SC cuja evolucao clinica da doenca € benigna, sem ocorréncia
de casos fatais. Esses casos representaram 50% dos casos no grupo das
soroconversfes (Grafico 2). Na Figura 6 estdo indicadas as regides
geograficas dos municipios de onde foram procedentes os casos do LACEN-

SC incluidos neste estudo.

Os casos foram classificados de acordo com a unidade do IAL
regional responsavel pelo envio da amostra para o exame. A Grande Sao
Paulo correspondeu a: Cotia (n=1), Diadema (n=13), Francisco Morato (n=2),
Franco da Rocha (n=1), Guarulhos (n=2), Itapevi (n=1), Jundiai (n=1), Maua
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(n=3), Sdo Caetano do Sul (n=2), Santo André (n=10), S&o Bernardo do
Campo (n=12), Sdo José dos Campos (n=2) e Sao Paulo (n=25) (Grafico 2).

Os controles negativos higidos foram do municipio de Campinas.

Grafico 2.

Distribuicdo dos casos suspeitos de FMB segundo as regifes

geograficas correspondentes aos IAL regionais, avaliados pela PCR em

tempo real para Rickettsia spp, no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Figura 6. Distribuicdo geografica dos municipios de Santa Catarina com casos de FMB
diagnosticados pela sorologia e PCR em tempo real para Rickettsia spp realizados no
LRIAL, entre 2005 e 2012. NUmero absoluto entre parénteses.

38



Entre os casos com suspeita clinica/epidemiolégica de FMB: ébitos,
soroconversfes e soronegativos, o intervalo entre o aparecimento dos
primeiros sintomas (apresentacdo da doenca) e a coleta da primeira amostra
bioldgica para diagnostico de FMB foi em média de 5 e 6 dias em todos os
grupos (Tabela 4). Foram excluidos desta analise os casos sem informacao

sobre esse item na requisi¢cdo do exame.

Tabela 4. Emprego da PCR em tempo real no diagnostico da FMB
considerando-se o tempo transcorrido entre o inicio da doenca e coleta de
amostra bioldgica para o diagnéstico realizado no LRIAL no periodo entre
2005 e 2012.

AT (dias) Obitos Soroconversdes  Soronegativos
Média 6,2 59 5,4
Mediana 5 55 5
Desvio Padrao 7.4 34 3,6
Intervalo Maximo 84 14 15
Intervalo Minimo 1 1 1
Com Informagé&o (n) 332 80 45
*Sem Informagéo (n) 78 4 0

AT= Intervalo, em dias, entre a apresentacdo da doenca e coleta da primeira amostra para
diagnéstico laboratorial. * Sem informacdo= casos excluidos da analise por falta de
informacao sobre a idade do paciente. Fonte: Informacdes obtidas da requisicdo do exame e
SIGH-IAL.

Quanto a informacéo referente ao uso de antibiotico, esta informacéao
ficou prejudicada uma vez que em muitos casos essa informac¢do nao foi
registrada.

Como os primeiros sintomas da FMB sédo inespecificos, a maioria dos
casos suspeitos de FMB também possui suspeita para outras doencas,
particularmente as que causam febres hemorragicas. Neste estudo foram
levantadas informacdes sobre suspeita para outras doencas
simultaneamente a FMB na populagdo estudada. Utilizando-se o banco de
dados do SIGH-IAL, dos exames realizados no IAL, foi observado que, os
diagnoésticos diferenciais para dengue e leptospirose foram o0s mais

solicitados. (Grafico 4).

39



Gréafico 3. Informagdo sobre a antibioticoterapia nos casos suspeitos de
FMB avaliados pela PCR em tempo real para Rickettsia spp, no LRIAL entre
2005 e 2012.
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Fonte: InformagBes obtidas das requisicdes dos exames e SIGH-IAL. Os casos enviados
pelo LACEN-SC foram excluidos desta analise porque as requisicdes para 0os exames nao
constam esse quesito.

Grafico 4. Diagnosticos diferenciais dos casos suspeitos de FMB avaliados
pela PCR em tempo real para Rickettsia spp, no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Fonte: SIGH-IAL Os casos enviados pelo LACEN-SC foram excluidos desta andlise porque
os diagnésticos diferenciais ndo sdo realizados pelo IAL. ESP= Estado de Sao Paulo
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5.1. Validagédo dos ensaios de PCR em tempo real

A seguir estdo registrados os resultados obtidos dos testes para
avaliacdo da eficiéncia dos protocolos de PCR em tempo real para Rickettsia

Spp.
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Figura 7. Perfil logaritmico da absorvancia emitida durante cada ciclo no protocol da curva
de concentracdo decrescente para o protocolo de PCR em tempo real gltA-TagMan®.
Equipamento utilizado: ABI7500. Neste gréafico estéo incluidas as 20 replicatas de 10° e 10*
para a andlise da precisdo das medidas. Registro de resultado de experimento interpretado
pelo software ABI7500 v2.0.5.

Grafico 5. Curva padréo de eficiéncia para o protocolo de PCR em tempo
real gltA-TagMan®, analisado no equipamento ABI7500, utilizando como
alvo DNA de Rickettsia rickettsii extraida de co-cultivo de células Vero.
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Para o célculo da eficiéncia das curvas foram selecionados 5 pontos e, nimero de replicatas
entre 3-4. Fonte: Registro de resultado de experimento interpretado pelo software ABI7500
v2.0.5.
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Na Figura 8 observa-se a curva de concentracdo decrescente para o
protocolo de PCR em tempo real OmpA-SYBR utilizando como template

DNA de Rickettsia rickettsii extraido de co-cultivo de células Vero.
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11 IIIP

!

Cycles

Figura 8. Perfil linear da absorvancia emitida durante cada ciclo da curva de concentra¢do
decrescente para o protocolo de PCR em tempo real OmpA-SYBR. Equipamento: Light
Cycler 11-480- Roche e software: LightCycler®480 SW1.5. Estdo incluidas as 20 replicatas
de 10°e 10" para analise da precisdo das medidas.

A temperatura de dissociacdo dos fragmentos amplificados no
protocolo de PCR em tempo real OmpA-SYBR variou entre 78,24 a 79,14 °C
(Figura 9).
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Figura 9. Padrdo de dissociacéo (melting) dos produtos amplificados na curva concentracao
decrescente para o protocolo de PCR em tempo real OmpA-SYBR. Equipamento: Light
Cycler 11-480- Roche. Registro de resultado de experimento interpretado pelo software:
LighCycler ®480 SW 1.5.
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Gréafico 6. Curva padréo de eficiéncia para o protocolo de PCR em tempo
real OmpA-SYBR. Foi utilizado DNA de Rickettsia rickettsii extraido de co-

cultivo em células Vero. Equipamento: Light Cycler 11-480- Roche.
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Para o célculo da eficiéncia da curva foram selecionados 5 pontos e, numero de replicatas
entre 2-4. Fonte: Registro de resultado de experimento interpretado pelo software:
LighCycler ®480 SW 1.5.

As informacdes detalhadas sobre o desempenho das reacdes estao
na Tabela 5. Nao foi realizada avaliagdo do desempenho para o protocolo de
PCR em tempo real para o controle interno endégeno RNase P pois trata-se
de um protocolo ja validado pelo CDC e utilizado na rotina do IAL para
pesquisa do virus Influenza (SHU, et al., 2009, CDC REF.# 1-007-05).
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Tabela 5. Avaliagédo do desempenho dos protocolos de PCR em tempo real
para diagnostico laboratorial da FMB, realizados no LRIAL entre 2005 e
2012.

~ . CT médio + Desvio Padréo
Concentracao estimada

(diluicdo) ompA-SYBR gltA-TagMan®
LigthCycler 480 ABI7500
10" (puro) 22,2+0,1 22,5+0,4
10" (1:10) 24,1+0,5 26,9+ 0,5
10" (1:10%) 27,6+0,1 31,6 £0,3
10 (1:10%) 31,5+0,1 351+0,2
10" (1:10 36,0+ 0,8 39,1£0,7
10" (1:10®) 37,6 +1,3 39,9+0,8
Threshold 0,707 0,063
(Tem pergtuurrvaaddeedr?szlggiggéo, °C) 78,2a79,1 i
Inclinagdo da curva (slope) -3,438 -3,419
Eficiéncia (%) 97,7 96,18
R? 0,972 0,956
Intercepto com eixo Y 46,9 51,7
10" (20 replicatas) 27,58 + 0,06 30,90 + 0,18
10™ (20 replicatas) 31,49 £ 0,08 34,56 £ 0,16

Concentragdo estimada = numero de cépias/mL , diluicdo= diluicdo do DNA de Rickettsia
rickettsii extraido de co-cultivo em células Vero 100% infectadas. Threshold=limiar definido
pelo software do equipamento considerando o sinal basal de fluorescéncia e a fase
exponencial das curvas amplificadas. CT= namero do ciclo onde o sinal de amplificacéo
cruzou o threshold.

O coeficiente de correlacdo entre o sinal produzido pelo aparelho e a
concentracdo do template (R?), e a inclinacdo da curva (slope)
corresponderam a eficiéncia de reacdo maior que 95% para os dois

protocolos para deteccao de Rickettsia spp (Tabela 5).
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No ensaio de precisao, a medida pelo desvio padrao das 20 replicatas
(raiz quadratica da variancia), nos dois niveis de concentracdo, 10" e 10",
foi menor do que 0,250 para os dois protocolos de PCR em tempo real para
Rickettsia spp, sendo compativel com intervalo de confianga de 95% (Tabela
5).

Com relacdo a robustez dos protocolos de PCR em tempo real,
pequenas variagdes (+20% a -20%) no volume da amostra clinica para
extracdo, e concentracées de primers, probes, enzima polimerase, master
mix e agua ndo produziram variacdes significativas na leitura qualitativa dos

resultados.

Os protocolos gltA-TagMan® e ompA-SYBR foram avaliados em dois
equipamentos disponiveis no Centro de Virologia do IAL (ABI7500 e LC480-
ROCHE) e também n&o houve diferencas na leitura qualitativa dos
resultados (Figura 10 a 12). Porém, como o tempo total do protocolo ompA-
SYBR foi 20% maior no equipamento ABI 7500, para esse protocolo foi

preferencialmente utilizado o LC480-Roche.

O reagente TagMan PCR Master mix (cod.4304437, Lote P07274,
Applied Biosystems, comercializado pela Life Technologies do Brasil)
indicado para protocolos que utilizam probe tipo TagMan® e template de
DNA foi avaliado em substituicdo ao Master mix SuperScript® Il Platinum®
One-step gRT-PCR System (Invitrogem®) indicado para pesquisa de
template de RNA, houve diminuicdo significativa da sensibilidade do

protocolo gltA-TagMan®, com alteracéo do resultado qualitativo.
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Figura 10. Sinal da absorvéancia emitida durante cada ciclo no protocolo de PCR em tempo
real OmpA-SYBR utilizado para o diagnéstico laboratorial da FMB, analisado pelo

equipamento ABI 7500.
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Figura 11. Curvas de dissociacdo dos fragmentos amplificados no protocolo de PCR em
tempo real OmpA-SYBR utilizado no diagnéstico laboratorial da FMB, analisado pelo

software do equipamento ABI 7500.
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Fluorescence (465-510)
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Figura 12. Absorvancia emitida durante cada ciclo no protocolo de PCR em tempo real gltA-
TagMan® utilizado para o diagnéstico laboratorial da FMB, analisado no equipamento: Light
Cycler 11-480- Roche.

5.2. Aplicacdo dos protocolos de PCR em tempo real nos grupos de
estudo

A Tabela 6 apresenta a frequéncia de positividade encontrada nos
grupos estudados nos protocolos de PCR em tempo real para FMB, em

amostras de soro, e os valores médios de CT obtidos.

Tabela 6. Resultados dos protocolos de PCR em tempo real para o
diagnéstico laboratorial da FMB e RNAseP humana nos grupos analisados
no LRIAL entre 2005 a 2012.

ompA-SYBR gltA-TagMan® RNaseP
Grupos
Positivos (%) CT médio + DP  Positivos (%) CT médio + DP Positivos (%) CT médio + DP
(Sf:ffg) 112 (27,3) 32,631 121(29,5) 31,4+3,2 398 (97,1) 26,1+ 3,3
SOVOZ?Q;E;SOES 15(17,9)  357+27  18(21,4) 357+3,1  84(100,0)  29,1%27
SOfﬁgggg;'Vos 0(0) 0(0) 2(44)  385+21  45(100,0)  30,1+25
Cz’n”:trz"g;*s 0 (0) 0 (0) 1 (4,0) 40 25 (100,0) 30,7 +1,2

CT=ndmero do ciclo em que a curva de amplificacdo cruzou o limiar de referéncia chamado
Threshold.
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Gréafico 7. Valores de CT obtidos nos protocolos de PCR em tempo real
gltA-TagMan® e ompA-SYBR utilizados para o diagnostico laboratorial da
FMB no grupo dos oObitos, em amostra de soro, analisadas no LRIAL entre
2005 e 2012.
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Grafico 8. Valores de CT obtidos nos protocolos de PCR em tempo real
gltA-TagMan® e ompA-SYBR utilizados para o diagnostico laboratorial da
FMB no grupo de soroconversfes, em amostra de soro, analisadas no
LRIAL entre 2005 e 2012.
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Gréfico 9. Valores de CT obtidos no protocolo de PCR em tempo real para o
controle interno enddégeno (RNaseP humana) no grupo de Obitos, em

amostra de soro, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Gréfico 10. Valores de CT obtidos no protocolo de PCR em tempo real para
o controle interno enddégeno (RNaseP humana) no grupo de soroconversoées,

em amostra de soro, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.

Soroconversoes
45

40

35 O O O .

30 1D - » L] L » » L] *e L

25 *——e
20 * RNAse P
15

Valor de CT obtido
[ ]
»
»

10

D T T T T
] 20 40 60 80
Nimero sequencial das amostras de soro analisadas (0-84)

49



Gréfico 11. Valores de CT obtidos no protocolo de PCR em tempo real para
o controle interno enddégeno (RNaseP humana) no grupo de soronegativos,

em amostra de soro, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Grafico 12. Valores de CT obtidos no protocolo de PCR em tempo real para
o controle interno enddgeno (RNaseP humana) no grupo de controles

higidos, em amostra de soro, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.
Controles
45
40
35
30
25
20
15
10

L ]
»
L ]

Valor de CT obtido

{:} T T T T 1
10 15 20 25

Numero sequencial das amostras de soro analisadas (0-25)

50

* RNAse P

* BENAse P



No grupo de 6bitos, em 12 casos (2,93%) ndo houve amplificacdo da
RNAse P em amostras de soro, ou seja, o controle interno enddgeno falhou
indicando que a qualidade da amostra ou do seu processamento ndo foi
suficiente para validar os resultados da PCR em tempo real. Destes, 5 casos

corresponderam a amostras colhidas apos o 6bito.

5.3. Correlacdo entre os protocolos de PCR em tempo real para

Rickettsia spp nas amostras analisadas

Nas amostras enviadas para sorologia para FMB, a andlise de
correlacdo entre os resultados obtidos com os protocolos de PCR em tempo
real gltA-TagMan® e ompA-SYBR, no grupo de &bitos, resultou em
Kappa=0,922, p<0,001 e intervalo de confianca 95% entre 1,0 e 0,825
(LANDIS e KOCH., 1977) (Tabela 7).

Tabela 7. Comparagéo entre os resultados obtidos com os protocolos de
PCR em tempo real gltA-TagMan® e ompA-SYBR utilizados para o
diagndstico laboratorial da FMB, no grupo de 6bitos, em amostras enviadas

para sorologia para FMB analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.

ompA-SYBR
Protocolos de gPCR
avaliados
(+) ) Total
) 110 11 121
gltA- ) 2 287 289
TagMan®
Total 112 298 410

No grupo de soroconversbes, a analise de correlagdo entre os
resultados obtidos com o protocolo de PCR em tempo real gltA-TagMan® e
ompA-SYBR, em amostras de soro, resultou em Kappa=0,887, p<0,001 e

intervalo de confianga 95% entre 1,0 e 0,675 (Tabela 8).
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Tabela 8. Comparagéo entre os resultados obtidos com os protocolos de
PCR em tempo real gltA-TagMan® e ompA-SYBR utilizados para o
diagndstico laboratorial da FMB, no grupo de soroconversdes, em amostras
de soro analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.

Protocolos de gPCR ompA-SYBR
avaliados
(+) ) Total
(+) 15 3 18
gltA-
TagMan® ) 0 66 66
Total 15 69 84

No grupo de soroconversdes 21 amostras de soro colhidas na fase de
convalescenca foram processadas, sendo negativas tanto no protocolo de
PCR em tempo real gltA-TagMan® como no protocolo ompA-SYBR. O

controle interno enddgeno (RNAse P) foi amplificado em todas amostras.

No grupo de soronegativos, ndo houve positivos no protocolo ompA-
SYBR, porém em 2 casos, na analise do soro foi detectada curva de
amplificacéo no protocolo gltA-TagMan® com CTs altos (37 e 40). Em todos
0S casos soronegativos o0 controle interno enddgeno (RNAseP) foi

amplificado.

No grupo de controles higidos, ndo houve soros positivo no protocolo
para gltA-TagMan®, mas em um caso foi detectado curva de amplificagdo no
protocolo ompA-SYBR (CT=40). O controle interno endégeno (RNAse P) foi

amplificado em todas amostras.

5.4. Correlagéo entre a positividade e o tipo de amostra

No grupo dos 6bitos, 37 casos foram identificados como tendo sido

enviado sangue post-mortem para sorologia para FMB. Esses casos foram
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utilizados para avaliar a eficiéncia dos protocolos de PCR em tempo real
gltA-TagMan® e ompA-SYBR neste tipo de material. A correlacdo entre os
resultados dos protocolos de PCR em tempo real mostrou kappa= 0,881,
p<0,001 e intervalo de confianca 95% entre 1,0 e 0,559 (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacéo dos resultados qualitativos obtidos com os protocolos
de PCR em tempo real gltA-TagMan® e ompA-SYBR utilizados para o
diagnéstico laboratorial da FMB, no grupo de 6bitos, em amostras de sangue

post-mortem, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.

Protocolos de qPCR

para Rickettsia spp OMpA-SYBR
avaliados ) ) Total
(+) 12 1 13
gltA- 0 1 23 24
TagMan®
Total 13 24 37

A andlise dos valores de CT obtidos em amostra de soro versus
sangue mostrou valores de CT em amostras de sangue maiores gque 0S
obtidos em amostras de soro. Para o protocolo de PCR em tempo real
ompA-SYBR 36,80+4,08 e 31,90+3,21 respectivamente (p=0,001) e para
gltA-TagMan® 32,3615,50 e 29,50+2,88 respectivamente (p=0,003). Foi

realizado teste t pareado, bicaudal, n=12.

A analise de concordancia de resultados, entre sangue e soro resultou
em um kappa menor para o protocolo ompA-SYBR (kappa=0,745 p<0,001,
intervalo de confianca 95% entre 1,0 e 0,433) em relacéo ao gltA-TagMan®,
(kappa=0,877, p<0,001, intervalo de confianca 95% entre 1,0 e 0,557)
(Tabela 10).
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Tabela 10. Comparacédo entre os protocolos de PCR em tempo real ompA-
SYBR (A) e gltA-TagMan® (B) utilizados para o diagnostico laboratorial da
FMB, em amostra de sangue post-mortem versus soro, no grupo de ébitos
analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.

A) ompA-SYBR B) gltA-TagMan®
Tipo de amostra Soro R Soro
A biolégica
biologica (+) () Total +) ()  Total
+) 9 0 9 (+) 11 0 11
Sangue ) 4 24 28 Sangue (. 2 24 26
Total 13 24 37 Total 13 24 37

Com relacdo aos coagulos sanguineos no grupo de pacientes que
evoluiram para o Obito (n=61), na comparacao entre os protocolos de PCR
em tempo real a concordancia entre os protocolos gltA-TagMan® e ompA-
SYBR resultou em kappa= 0,295, p=0,001 e intervalo de confianga 95%
entre 0,474 e 0,115 (Tabela 11). Um caso foi excluido, pois resultou em
RNAse P Negativo.

Tabela 11. Comparacdo entre os protocolos de PCR em tempo real gltA-
TagMan® e ompA-SYBR utilizados para o diagnostico laboratorial da FMB,
no grupo de 6bitos, em amostras de coagulo sanguineo analisadas no LRIAL
entre 2005 e 2012.

Protocolos de qPCR ompA-SYBR
avaliados
(+) ) Total
() 7 19 26
gltA-
TagMan® ) 0 35 35
Total 7 54 61
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Na andlise de concordancia de resultados entre as amostras
biologicas de soro e coagulo foram considerados como positivos no soro
apenas aqueles que tiveram concordancia de resultado nos dois protocolos
gltA-TagMan® e ompA-SYBR.

No grupo de pacientes que evoluiram para o 6Obito foram excluidos da
analise um caso positivo apenas no protocolo gltA-TagMan® no soro, trés
casos por apresentarem RNAse P negativa no soro e um caso RNAse P

negativa no coagulo.

Quando o soro foi comparado com o coagulo, para o protocolo ompA-
SYBR, a andlise de 56 casos no grLupo de 6bitos resultou em kappa=0,259,
p=0,004, com intervalo de confianca 95% entre 0,435 e 0,083 (Tabela 12).

A andlise de concordancia de resultados entre soro e coagulo
utilizando o protocolo gltA-TagMan® resultou em kappa=0,928, p<0,001,
intervalo de confianca 95% entre 1,0 e 0,666 (Tabela 12).

Os valores de CT obtidos em amostra de soro versus coagulo
mostraram-se maiores nas amostras de coagulo em relacdo as amostras de
soro para o protocolo ompA-SYBR, sendo 38,18%+2,23 e 33,27+2,41

respectivamente (p=0,001).

Para o protocolo gltA-TagMan® ndo houve diferenca significativa
entre os valores de CT tanto para o soro como para o coagulo, sendo
31,45+3,49 e 30,72+2,33 respectivamente (p=0,382). Foi aplicado teste t
para avaliar diferengas entre os valores de CT em amostras pareadas para
cada um dos protocolos de PCR em tempo real.
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Tabela 12. Comparacao dos protocolos de PCR em tempo real ompA-SYBR
(A) e gltA-TagMan® (B) utilizados para o diagnostico laboratorial da FMB,
em amostra de soro e coagulo sanguineo do grupo de pacientes que

evoluiram para o 0Obito, analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.

A) ompA-SYBR B) gltA-TagMan®
. Soro . Soro
Tipo de amostra Tipo de amostra
biolégica ) ) Total biolégica +) ) Total
(+) 6 0 6 +) 24 1 25
Coagulo () 19 31 50 Coagulo ) 1 30 31
Total 25 31 56 Total 25 31 56

No grupo de soroconversbées, nove coagulos sanguineos foram
processados, dois deles foram positivos no protocolo gltA-TagMan® e nédo
houve positivos no protocolo ompA-SYBR. Todos os coagulos deste grupo

amplificaram o controle interno endégeno (RNAseP).

A andlise de concordancia de resultados no grupo de soroconversdes
entre os tipos de amostra soro e coagulo resultou em baixa concordancia
para o protocolo de pCR em tempo real ompA-SYBR (ndo se aplica o
kappa), e para gltA-TagMan® com kappa=0,526, p=0,073, intervalo de
confianca 95% entre 1,0 e -0,049 (Tabela 13)

No grupo de soronegativos, as amostras de coagulos foram negativas
no protocolo de PCR em tempo real ompA-SYBR e, em um caso houve
amplificacdo no protocolo para gltA-TagMan® com CT de 40, porém com
amostra de soro pareada negativa. Todos o0s coagulos do grupo

soronegativos amplificaram o controle interno endogeno (RNAseP).
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Tabela 13. Comparacédo entre os protocolos de PCR em tempo real ompA-
SYBR (A) e gltA-TagMan® (B) utilizados para o diagndstico laboratorial da
FMB, no grupo de soroconversdes, em amostra de soro e coagulo

sanguineo, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.

A) ompA-SYBR B) gltA-TagMan®
. Soro . Soro
Tipo de amostra Tlpo_dg amostra
bioldgica *) 0 Total biolégica +) ) Total
) 0 0 0 (+) 2 0 2
Coagulo () 4 5 9 coagulo ) 2 2 i
Total 4 5 9 Total 4 5 9

Com relacéo as biopsias de lesao (pele) no grupo de 6bitos (n=29), na
comparacao entre os protocolos de PCR em tempo real ndo houve
concordancia entre ompA-SYBR e (gItA-TagMan®, com kappa= 0,065,
p=0,326 e intervalo de confianca 95% entre 0,193 e -0,064 (Tabela 14).

Tabela 14. Comparacédo entre os protocolos de PCR em tempo real ompA-
SYBR e gltA-TagMan® utilizados para o diagnéstico laboratorial da FMB, no
grupo de Obitos, em amostras de bidpsia de pele analisadas no LRIAL entre
2005 e 2012.

Protocolos de gPCR ompA-SYBR
avaliados
*) ) Total
gltA- ]
TagMan® Q) 0 14 14
Total 1 28 29
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Para andlise de concordancia de resultados entre amostras bioldgicas
do tipo soro e pele, foram considerados como amostras positivas no soro
apenas aquelas que tiveram resultado concordantes nos dois protocolos
ompA-SYBR e gltA-TagMan®. Foram excluidos da analise dois casos com

RNAse P negativa no soro.

A andlise de 27 casos resultou em baixa concordancia de resultados
quando soro foi comparado com a pele, para o protocolo ompA-SYBR
(kappa=0,106, p=0,219, intervalo de confianca 95% entre 0,275 e -0,063).

A andlise de concordéancia de resultados entre soro e pele utilizando o
protocolo gltA-TagMan® apresentou kappa=0,702, p<0,001, intervalo de
confianca 95% entre 1,0 e 0,329 (Tabela 15).

Tabela 15. Comparacao dos protocolos de PCR em tempo real ompA-SYBR
(A) e gltA-TagMan® (B) utilizados para o diagndstico laboratorial da FMB, no
grupo de 6bitos, em amostra de soro e pele, analisadas no LRIAL entre 2005
a2012.

A) ompA-SYBR B) gltA-TagMan®
Tipo de amostra Soro Tipobs)?ézrir;gstra soro
bioldgica (+) ) Total (+) ) Total
(+) 1 0 1 (+) 10 3* 13
Pele ) 10 16 26 pele ) 1 13 14
Total 11 16 27 Total 11 16 27

* Todos com CT>36

Na andlise dos valores de CT obtidos nas amostra de soro e pele nao
foi observada diferenca significativa entre os tipos de amostra para o
protocolo gltA-TagMan® (30,60+3,41 e 30,20+3,39 respectivamente,
p=0,814). Foi realizado teste t pareado, bicaudal (n=10).

Na Tabela 16 pode se observar o resumo dos resultados obtidos

através de cada técnica para o diagndstico da FMB nos grupos estudados.
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Tabela 16. Resultados obtidos em cada uma das técnicas disponiveis para o

diagnostico da FMB, nas diferentes espécimes biolégicas, nos grupos
analizados no LRIAL entre 2005 a 2012.

Espécime Biolégica

coagulo
. . . i . . negativo
Método grupo positivo (%) negativo (%) positivo (%) negativo (%) positivo (%) (%)
dbitos 164 (40,0) 246 (60,0) MNA NA NA MNA
soroconversies 84 (100,0) 0(0,0) MNA MNA MNA MNA
RIFI
soronegativos 0(0,0) 45 (100,0) MNA MNA MNA MNA
controles 0 (0,0) 25 (100,0) MNA NA NA MNA
obitos MNA NA 8(13,1) 53(86,9) 2(6,9) 27(93,1)
SO soroconversies MNA NA 0(0,0) 9(100,0) MNA MNA
soronegativos MA MNA 0(0,0) 39(100,0) MA MA
controles MA NA MNA MNA MA MNA
dbitos 121(29,5) 289(70.5) 26(42,6) 359(57 4) 15(51,7) 14(48,3)
soroconversies 18(21,4) 66(78,6) 2(22.2) T(77.8) MA MA
gltA-Taghan
soronegativos 2(4.4) 43(95,6) 1(2.6) 38(97 4) MNA A
controles 1(4,0) 24(96,0) MNA NA NA MNA
dbitos 112(27,3) 298(72.7) 7(11,5) 54(88,5) 1(3,4) 28(96,6)
soroconversies 15(17.,9) 69(82,1) 0(0,0) 9(100,0) MA MA
ompA-SYBR ]
soronegativos 0(0,0) 45(100,0) 0(0,0) 39(100,0) MNA MNA
controles 0(0,0) 25(100,0) MNA NA MNA A
dbitos 398(97.1) 12(2,9) 59(96,7) 2(3,3) 29(100) 0(0,0)
RNAse P soroconversies 84(100,0) 0(0,0) 9(100,0) 0(0,0) MA MA
humana soronegativos 45(100,0) 0(0,0) 39(100,0) 0(0,0) NA MNA
controles 25(100,0) 0(0,0) MNA NA MNA MNA

RIFI=sorologia pela reagcdo de Imunofluorescéncia indireta; 1ISO= isolamento de riquétsias
do Grupo Febre Maculosa em cultura celular; gltA-TagMan= protocolo de PCR em tempo
real para deteccdo de Rickettsia spp; ompA-SYBR= protocolo de PCR em tempo real para
deteccdo de Rickettsia spp do Grupo Febre Maculosa; RNAse P humana= protocolo de
PCR em tempo real para deteccdo do controle interno endégeno.*Estéo incluidos entre os
negativos os isolamentos que contaminaram.
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5.5. Especificidade e Sensibilidade da PCR em tempo real para FMB

Para avaliar a especificidade e sensibilidade analitica dos protocolos
de PCR em tempo real, foram selecionadas 50 amostras de soro de casos
fatais entre os anos de 2005 e 2007. Neste estudo preliminar, os acidos
nucléicos foram extraidos a partir de amostras de soros e foram avaliados
empregando-se uma reacdo de nested PCR com gene alvo:17KDa (htrA),
seguida de sequenciamento génico do fragmento interno amplificado de
247pb (NASCIMENTO, et al., 2008); e o conjunto de trés protocolos de PCR
em tempo real real: ompA-SYBR, gltA-TagMan® e RNAseP, denominado de
FMPCR.

Foi observado 100% de concordancia entre os protocolos de PCR em
tempo real ompA-SYBR e gltA-TagMan®. Apenas um caso ndo houve
amplificacdo do controle interno enddgeno (RNAseP). A concordancia de
resultados entre a nested PCR e a FMPCR foi de 80% (kappa 0,798,
p<0,001, com intervalo de confianca de 95% entre 1,0 e 0,527). Os dados

podem ser visualizados na Tabela 17.

Tabela 17. Comparagcdo entre os resultados obtidos empregando-se a
nested PCR, seguida de sequenciamento génico e a FMPCR (ompA-SYBR,
gltA-TagMan® e RNAseP) para o diagnostico laboratorial da FMB em 50

amostras de soro de casos fatais analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.

Tipo de FMPCR
metodologia
aplicada (+) ) Total
+) 19 0 19
nested
PCR “) 5 26 31
Total 24 26 50

Para avaliacdo da especificidade e sensibilidade da FMPCR foram
considerados casos positivos apenas aqueles que apresentaram curva de
amplificacdo detectada nos 3 protocolos (ompA-SYBR, gltA-TagMan® e

RNAseP), e amostra biolégica tipo soro.

60



Os “verdadeiros” positivos e negativos foram selecionados
fundamentando-se nos resultados de outros ensaios de deteccao etioldgica
realizados no IAL como: isolamento do agente em cultura, reacdo de
imunohistoquimica em material parafinado (IHQ) e PCR. As informacdes
sobre os exames foram localizadas no sistema de gestéo laboratorial SIGH-
IAL.

A concordancia entre os resultados da FMPCR e outros exames de
deteccao etioldgica realizados no IAL foi de 100% no grupo estudado, sendo
36 positivos e 39 negativos (kappa=1,0, p<0,001, intervalo de confianca de
95% entre 1,0 e 0,774) (Tabela 18).

Tabela 18. Comparacao entre os resultados obtidos pela FMPCR e outras
técnicas de deteccéo etiologica (IHQ, ISO e gPCR), no grupo de casos fatais
selecionados para avaliacdo da sensibilidade e especificidade da PCR em
tempo real para o diagnoéstico da FMB, analisados no LRIAL entre 2005 a
2012.

Tipo de metodologia Deteccao Etiologica por IHQ,

aplicada ISO ou gPCR
(+) Q] Total
) 36 0 36
FMPCR ) 0 39 39
Total 36 39 75

FMPCR= trés protocolos (ompA-SYBR, gltA-TagMan® e
RNAseP), em amostra de soro; IHQ= reacdo de

imunohistoquimica em material parafinado;
ISO=isolamento em cultura celular; gPCR= PCR em
tempo real.

5.6. Comparacéo dos resultados da FMPCR e outros exames realizados
no IAL

Para andlise comparativa com outros exames, foram utilizados dados
da FMPCR (ompA-SYBR, gltA-TagMan® e RNAseP) em amostras de soro.
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Foram considerados positivos para FMB casos com curva de amplificacido
detectada nos trés protocolos.

No grupo de o6bitos, a comparacdo entre os resultados da sorologia
para FM pela RIFI e a FMPCR revelou baixa concordancia entre os
resultados, com kappa=0,157 p=0,001, intervalo de confianca de 95% entre
0,253 e 0,06 (Tabela 19).

Tabela 19. Comparacao entre resultados obtidos empregando-se FMPCR e
sorologia pela RIFI para FMB, em amostras de soro de pacientes que

evoluiram para o Obito, analisadas no LRIAL entre 2005 e 2012.

Tipo de metodologia FMPCR
aplicada
Pl +) ) Total
(+) 40 63 103
Sorologia .
RIF] ) 70 237 307
Total 110 300 410
FMPCR= trés protocolos (ompA-SYBR, gltA-TagMan® e

RNAseP).

No grupo de soroconversdes a analise no soro de fase aguda mostrou
15 de 84 casos (17,86%) positivos pela FMPCR, ou seja, a FMPCR deixou
de detectar 69 casos que soroconverteram na RIFI para riquétsias GFM.

N&o houve casos positivos pela FMPCR em amostra de soro de fase
aguda entre as soroconversdes procedentes do Estado de Santa Catarina,
entre os 38 casos analisados.

Nos grupos de soronegativos e controles higidos, os resultados da
FMPCR apresentaram concordancia em 100% com os resultados da
sorologia para FMB, com auséncia de casos positivos em ambas as
metodologias.

No grupo de pacientes que evoluiram para o 6bito, os 10 casos com
isolamento para riquétsias GFM positivos também foram positivos na
FMPCR nos respectivos soros. Desses, sete coagulos foram positivos na
FMPCR (70%).

62



Entre os isolamentos negativos ou contaminados, 18 casos foram
positivos na FMPCR no soro, os mesmos foram positivos também no
coagulo pelo protocolo gltA-TagMan® e apenas 33,3% foram positivos
também no protocolo ompA-SYBR.

Em 2 casos as amostras de bidpsia de pele apresentaram curva de
amplificacdo com CT=36 no protocolo de PCR em tempo real gltA-TagMan®,
porém apresentaram exames positivos para Neisseria meningitidis
sorogrupo C pela PCR em tempo real.

Em um caso a biopsia de pele apresentou curva de amplificacdo
(CT=39) apenas no protocolo gltA-TagMan®, porém a hemocultura foi
positiva para estreptococos.

Em um caso fatal o soro foi positivo pela FMPCR e positivo no tecido
de autopsia parafinado pela IHQ para FM, porém foi positivo no sangue para
estreptococos (qPCR, CT=39).

Em um caso fatal o soro foi positivo pela FMPCR e positivo no tecido
de autépsia parafinado pela IHQ para FM, porém foi isolado estreptococos
no liquor (técnica de PCR em tempo real com CT néo informado no SIGH).

Em relacdo aos resultados das sorologias, de maneira geral, a
pesquisa de anticorpos especificos no soro, independente da técnica
(ELISA, aglutinacdo ou RIFI) ndo apresentou boa correlacdo com o0s
resultados da deteccéo etioldgica.

No caso da leptospirose, de 21 casos com soroaglutinagéo reagente
para leptospirose, 10 casos foram positivos para FMPCR no soro; e de 23
casos com IgM reagente, dois casos foram positivos tanto pela FMPCR no
soro, quanto pela IHQ para FMB em material parafinado.

Entre os casos fatais com sorologia pela RIFI positiva para FMB (103
casos com IgG efou IgM =2128), técnicas de deteccdo etiologica
identificaram: um caso foi positivo para Influenza, dois para dengue, nove

para leptospirose e dez para doenca meningocacica.
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5.7. Andlise descritiva dos casos confirmados pela FMPCR

A distribuicdo dos casos confirmados pela FMPCR por sexo mostrou
prevaléncia do sexo masculino tanto no grupo de Obitos como nas
soroconversdes. Entre os pacientes que evoluiram para o Obito, a
distribuicdo por faixa etaria a maior frequéncia foi entre 30-59 anos, ja no
grupo de soroconversoes foi entre 0-9 anos (Tabela 20).

Tabela 20. Casos de FMB confirmados pela PCR em tempo real,
distribuidos de acordo com sexo e faixa etaria, nos grupos de Obitos e
soroconversdes analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.

Obitos Soroconversdes
Variaveis (%) (%)
Feminino 21 (18,5) 3 (20,0)
Masculino 93 (81,5) 12 (80,0)
Média das idades + DP 38,0+17.0 20,7423 1
(intervalo) (3-71) (1-64)
0a9 6 (5,3) 5(33,3)
10a19 14 (12,3) 1(6,7)
20a29 14 (12,3) 1(6,7)
30a39 22 (19,3) 3(20,0)
40 a 49 24(21,1) 1(6,7)
50 a 59 21 (18,4) 2 (13,3)
60 a 69 9(7,9) 2 (13,3)
70a79 2(1,7) 0(0)
80 a 89 0 (0) 0(0)
néo informado 2(1,7) 0(0)
Total 114 15

DP= desvio padrdao, n= nimero amostral absoluto, (%) valor em
porcentagem. Fonte: Informacgfes obtidas das requisicbes dos

exames e SIGH-IAL
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Com relacdo a distribuicdo da procedéncia por regido geogréfica, os
casos foram classificados de acordo com a unidade do IAL regional
responsavel pelo envio da amostra para o exame. Observou-se predominio
das principais regides endémicas para FMB no Estado de S&o Paulo:
Campinas (n=61), Marilia (n=13), Rio Claro (n=18), Sorocaba (n=7),
Presidente Prudente (n=1) e Grande S&o Paulo (n=20) (Grafico 13).

Os municipios inclusos na Grande Sao Paulo corresponderam a:
Cotia (n=1), Diadema (n=3), Guarulhos (n=1), Itapevi (n=1), Maua (n=1),
Santo André (n=3), Sao Bernardo do Campo (n=6), Sdo Paulo (n=13).

Entre os casos de FMB confirmados pela sorologia, com evolugao
benigna do Estado de Santa Catarina ndo houve positivos pela FMPCR
(0/38).

Gréafico 13. Casos de FMB confirmados pela PCR em tempo real
distribuidos por unidade do IAL regional responsavel pelo envio da amostra
clinica para o exame, nos grupos de Obito e soroconversdées analisados no
LRIAL entre 2005 e 2012.
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Fonte: Informacdes obtidas da requisicdo do exame e SIGH-IAL.
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O intervalo entre a apresentacdo da doenca (detecdo dos primeiros
sintomas) e a coleta da primeira amostra para diagndstico laboratorial foi
menor nos casos confirmados pela FMPCR em comparagdo com 0S casos
negativos pela FMPCR, no grupo de 6bitos (Mann-Whitney, p=0,027), mas
nao no grupo de soroconversodes (Teste t, bicaudal, ndo pareado, p=0,162)
(Tabela 21).

Tabela 21. Casos de FMB confirmados pela PCR em tempo real de acordo
com o tempo transcorrido entre o inicio dos sintomas da doenca e a coleta
de amostra bioldgica para diagndstico da FMB, analisados no LRIAL entre
2005 e 2012.

Desfecho do caso

AT (dias) Obitos (Sol:loacl:?)n?/grliges)
gPCR gPCR gPCR gPCR
positivo negativo positivo negativo
Média 5,2 6,7 4,87 6,09
Mediana 5 5 4 6
Desvio Padréo 2,73 8,6 2,75 3,53
Intervalo Maximo 20 84 12 14
Intervalo Minimo 1 1 1 1
Com Informacéo (n) 102 231 15 65
Sem Informacéo (n) 12 65 0 4

AT= intervalo de tempo, em dias, entre os primeiros sintomas detectados e a coleta da
primeira amostra para diagnostico da FMB. Fonte: Requisi¢cdo do exame e SIGH-IAL.

Foi registrado apenas um caso com intervalo de 20 dias entre o inicio
dos sintomas da doenca e a coleta da amostra biologica para diagndstico de
FMB, o restante dos casos ndo apresentou intervalo maior que 12 dias.

N&o foi observada correlacdo entre os valores de CT e o intervalo
entre a apresentacdo da doenca e a coleta das amostras bioldgicas, tanto no

grupo de 6bitos como no grupo de soroconversdes (Graficos 14 e 15).
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Gréfico 14. Valores de CT dos casos de FMB confirmados pelo protocolo de
PCR em tempo real gltA-TagMan® em relacdo ao intervalo entre a
apresentacdo da doenca e a coleta da primeira amostra biolégica para
diagnéstico de FMB, no grupo de pacientes que evoluiam para o Obito
analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Gréfico 15. Valores de CT dos casos de FMB confirmados pelo protocolo de
PCR em tempo real gltA-TagMan® em relacdo ao intervalo entre a
apresentacdo da doenca e a coleta da primeira amostra biol6gica para
diagnéstico de FMB, no grupo de soroconversdes, analisados no LRIAL
entre 2005 e 2012.
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Quanto ao uso de antibiético no grupo de soroconversfes, a maior
frequéncia de uso de antibidtico notificado foi entre os casos FMPCR

positivos em relacdo aos negativos (x*com p=0,008) (Gréafico 17).

Gréafico 16. Frequéncia de casos fatais com suspeita clinica de FMB
distribuidos de acordo com o resultado da PCR em tempo real para FMB, em
relagdo a informacdo sobre o uso de antibidtico no tratamento do paciente
analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Fonte: Requisi¢cdes dos exames e SIGH-IAL.

Gréfico 17. Frequéncia de casos de soroconversdes para FMB distribuidos
de acordo com o resultado da PCR em tempo real para FMB, em relacdo a
informacao sobre o uso de antibidtico no tratamento do paciente analisados
no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Fonte: Requisicbes dos exames e SIGH-IAL.
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No grupo de 6bitos com suspeita clinica de FMB, a distribuicdo dos
casos com diagndstico confirmados por técnicas de deteccdo etiologica
(IHQ, ISO e gPCR) mostrou maior numero de casos confirmados para FMB
(n=111), seguido por meningites (estreptococos e neissérias) (n=47), dengue
(n=8) e gripe (n=4). Em trés casos, o diagndstico etiologico foi confirmado
para dois agentes infecciosos: FMB e estreptococos (n=2) e FMB e Dengue
(n=1) (Grafico 18).

Gréafico 18. Casos fatais com suspeita clinica de FMB e outras patologias
que compdem o diagndostico diferencial da FMB, distribuidas de acordo com

a deteccéo etiolégica confirmada, analisados no LRIAL entre 2005 e 2012.
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Fonte: SIGH-IAL. Valores em porcentagem (%), n= valor amostral absoluto.
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6. Discussao

O Instituto Adolfo Lutz foi fundado em 26 de outubro de1940 e desde
entdo é o principal laboratério de saude publica do Estado de Sdo Paulo e
um dos trés mais importantes do pais. Entre os importantes e historicos
servicos a saude publica por ele prestados estd o do Laboratério de
Riquétsias.

O Laboratério de Riquétsias do IAL (RIAL) é referencia regional para o
diagnéstico da Febre Maculosa reconhecido pelo Ministério da Saude e
atende as principais regides endémicas do pais, que atualmente se
encontram no Estado de S&ao Paulo e Santa Catarina.

Até o momento, a todos 0s casos suspeitos de FMB no Estado de Séo
Paulo sdo encaminhados ao LRIAL para realizacdo do diagndstico
laboratorial da FMB. No ano de 2012 foram realizados 1852 exames de
sorologia para FMB pela técnica de RIFI (IgG e IgM), onde 333 exames
foram reagentes (IgG ou IgM=64). Foram realizados ainda 117 exames de
isolamentos em amostras de coagulos (105/117) e em biépsia de pele
(12/117), sendo 7 casos positivos. Dos casos analisados, 174 foram
suspeitos de FMB que evoluiram para 6bito nesse ano.

De acordo com CVE-SP no ano de 2012, até fevereiro de 2013
(SINANNET/Zoonoses/CVE/CCD/SES-SP) foram confirmados 68 casos de
FMB no Estado de Sao Paulo, destes 37 foram casos fatais resultando em

taxa de letalidade média de 54,4%.

A observacdo de alguns casos negativos na sorologia pela técnica de
RIFI (IgG e IgM<64) com isolamento positivo para riquétsias do GFM em
cultura de células foi o que motivou a realizacdo do primeiro trabalho do
grupo de FMB do IAL com técnicas moleculares para diagnéstico de casos
fatais em amostras de soro (NASCIMENTO et al., 2009). Em 2009, apés a
implementacdo da PCR em tempo real para diagnéstico do virus Influenza

A(H1N1)pdmO9, foi possivel substituir a técnica inicial de Nested PCR pela
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PCR em tempo real mantendo excelentes resultados e melhorando a
capacidade analitica, seguranca e agilidade no resultado.

Neste estudo trés protocolos de PCR em tempo real foram aplicados
em amostras de 4 grupos distintos para avaliar sua sensibilidade e

especificidade para o diagndstico da FMB.

O primeiro grupo foi composto por pacientes com suspeita clinica de
FMB que evoluiram para o 0Obito. Esse grupo compde o principal alvo de
aplicacdo da PCR em tempo real para FMB uma vez que, até entdo, a
ferramenta diagnostica disponivel na maioria dos casos era a sorologia pela
técnica de RIFI, com pesquisa de IgG e IgM em amostra Unica de soro da
fase aguda da doenca. A demora no aparecimento dos anticorpos
especificos para FMB em relacdo a rapida evolucdo da doenca e desfecho
letal nos casos graves é o fator determinante para que ndo haja tempo
suficiente para que ocorra a soroconversao nao permitindo a confirmagao
sorologica dos casos, causando uma imprecisdo no diagndstico soroldgico

nesse grupo.

Em praticamente 100% dos casos fatais com suspeita clinica e/ou
epidemiologica de FMB s@o encaminhas ao LRIAL amostras biolégicas para
o diagnostico sorolégico para FMB. A grande maioria destas amostras €
composta por soro colhido antes ou logo apds o 6bito. Em cerca de 10% dos
casos ha também o envio de amostras biolégicas para isolamento de
riquétsias GFM em meio de cultura de células e em 30% dos casos hé envio
de material apropriado com solicitacdo para reacdo de imunohistoquimica

para FMB em tecido obtido durante a autopsia.

No grupo de pacientes que evoluiram para o 6bito foram observadas
as primeiras evidéncias de falha diagndéstica na sorologia para FMB, quando
foram detectados casos com isolamento positivo e sorologia negativa,
sugerindo que um método molecular de detecgéo etiolégica seria Gtil como

diagndéstico complementar nesses casos.
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O segundo grupo foi de soroconversdes confirmadas pela sorologia
para FMB empregando-se a RIFI em amostras pareadas. Esse grupo foi
composto por casos de FMB confirmados que evoluiram para a cura. A
selecdo deste grupo teve como objetivo avaliar a eficiéncia da PCR em
tempo real para detectar casos de FMB de gravidade varidvel em amostras
de soro colhidas na fase aguda da doenca. Ou seja, avaliar a PCR em tempo
real como ferramenta de diagndstico precoce potencialmente util como apoio
laboratorial na conducédo do paciente. Neste grupo foram selecionados casos
onde a primeira amostra resultou em ndo reagente pela técnica de RIFI
(lgG<64), para garantir que a coleta tenha sido feita na fase aguda da

doenca, 0 mais precoce possivel.

Com relacdo a gravidade da doenca, os casos do Estado de Séo
Paulo representaram 0s casos mais graves e o0s de Santa Catarina
representam 0s menos graves, sem registro de Obitos. A gravidade da
doenca é um ponto importante na deteccdo etiolégica do agente na FMB,
pois quanto maior a gravidade da doenca, mais intensa € a vasculite, que € o
substrato fisiopatoldégico da doenca. A intensidade da vasculite esta
associada a quantidade de bactérias e/ou acidos nucléicos no sangue e a
possibilidade da sua deteccédo por técnicas moleculares.

O terceiro grupo foi de soronegativos e foi constituido por pacientes
gue tiveram a suspeita clinica e/ou epidemiolégica de FMB, porém foi
descartada pela sorologia ndo reagente para FMB em amostras pareadas de
soro coletados com intervalo maior ou igual a 15 dias (IgG<64). Embora os
sintomas iniciais da FMB sejam inespecificos muitas vezes a suspeita da
doenca € estabelecida precocemente, principalmente nas regides
endémicas, porém nado confirmada posteriormente pela sorologia. Este grupo
foi selecionado com a finalidade de avaliar o valor preditivo negativo da PCR
em tempo real em relacdo a sorologia para riquétsias do GFM, uma vez que
a sorologia em amostras pareadas é atualmente o padrdo ouro para
diagnosticar laboratorialmente a FMB (LA SCOLA e RAOULT, 1997).
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O quarto grupo foi composto por individuos higidos e com sorologia
para riquétsias do GFM negativa em amostras pareadas. Este grupo foi
selecionado com objetivo de avaliar o valor preditivo negativo dos protocolos

de PCR em tempo real para Rickettsia spp.

A analise descritiva dos pacientes com suspeita clinica e/ou
epidemiologica de FMB (6bitos, soroconversdes e soronegativos) mostrou
predominéncia do sexo masculino, e idades entre 0 e 59 anos. Com relacao
a procedéncia dos pedidos de exame para diagnostico laboratorial da FMB,
se mantiveram com maior frequéncia as principais regidées endémicas do
Estado de S&o Paulo: Campinas, Grande Sao Paulo, Rio Claro, Sorocaba e

Marilia.

O protocolo clinico para tratamento dos casos suspeitos de FMB
preconiza a antibioticoterapia especifica e a coleta da primeira amostra de
sangue para o diagnéstico laboratorial imediatamente apds suspeita
diagnéstica de FMB (CVE/CCD/SES-SP). No grupo de pacientes com
suspeita clinica e/ou epidemiolégica de FMB o intervalo de tempo entre a
apresentacdo da doenca (inicio dos primeiros sintomas) e a coleta da
primeira amostra biolégica para o diagnostico laboratorial variou entre 5 e 6
dias, de acordo com as normatizacdes para FMB.

O uso de antibidtico deixou de ser informado em numero significativo

de pedidos de exame.

O diagnastico clinico precoce da FMB é dificil, principalmente durante
os primeiro dias da doenca, quando as manifestacdes clinicas sdo comuns a
outras doencas febris. A FMB é uma das doencas que integram a sindrome
febril hemorragica junto com outras etiologias como as observadas no
presente estudo: dengue, leptospirose, hantavirose e meningococcemia. Nos
casos fatais com acometimento do SNC a meningite meningococica foi o

principal diagnéstico diferencial encontrado no grupo estudado.
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Validagao dos ensaios de PCR em tempo real

Para avaliar os parametros de eficiéncia de um protocolo de PCR em
tempo real é necessario que o template ou regido génica alvo da
amplificacdo seja puro e quantificado. Em alguns casos existem padrdes
comerciais de template disponiveis no mercado, 0os quais garantem a pureza

e a precisdo na quantificacdo do valor absoluto em namero de cépias.

Para casos em que nao existem padrbes comerciais ha alternativa de
se clonar o template em vetores plasmidiais, expandi-los, purificd-los e entao

quantifica-los, o que exige estrutura laboratorial apropriada.

A utilizacdo de um template puro e quantificado € requisito necessario
para que, através de uma curva padrao de concentracdo, templates em
amostras clinicas possam ser quantificados com precisdo, como nos ensaios

para quantificacao de carga viral.

No caso da FMB, apesar do carater quantitativo da PCR em tempo
real, os resultados sdo expressos de forma qualitativa, ou seja, presenca ou
auséncia de curva de amplificacdo do template. Assim, alguns parametros
podem interferir no valor absoluto do resultado, sem alterar o resultado final
do ensaio. Essa é uma das razbes pelas quais ndo se tém claramente
definidos todos os parametros de validacdo que devem ser contemplados
para um método de PCR em tempo real para pesquisa qualitativa de

patdgenos.

Para validacdo dos protocolos de PCR em tempo real buscou-se
seguir a abordagem para métodos quantitativos adaptando-se a realidade da
FMB. J& para avaliagdo do ensaio com relacdo a sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico da FMB em amostras clinicas, foi utilizada

uma abordagem para validacdo de métodos qualitativos.

Na avaliacdo da eficiéncia dos protocolos de PCR em tempo real para
Rickettsia spp deve-se notar que ndo ha um template puro e quantificado,
mas sim DNA total de Rickettsia rickettsii extraido de co-cultivo em células
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Vero. Com isso, ndo podemos excluir da analise da eficiéncia dos protocolos
a possibilidade da interferéncia da matriz, que € constituida pelo genoma da
Rickettsia rickettsii (exceto o template) juntamente com o DNA das células
Vero. Pode-se observar nas curvas de amplificacdo dos protocolos gItA-
Tagman® e ompA-SYBR (Figuras 1 a 5) um pequeno deslocamento para a
direita no primeiro ponto da curva de concentracdo (amostra pura) em
relacdo as outras diluicdes, sugerindo que ha uma certa inibicdo ou
interferéncia da matriz, com diminuicao da precisdo da quantificacdo quando
for utilizado template de DNA total de Rickettsia rickettsii extraido de co-
cultivo em células Vero. Esse efeito de inibicAo no ponto de maior
concentracdo da curva também pode ser visualizado na curva de

dissociacao do protocolo ompA-SYBR.

Pode-se observar ainda na curva de concentracdo decrescente que
as diluicdes 1:10* e 1:10° produziram valores de CT muito préximos (Ct)
(Tabela 5), apesar da diferenca 10 vezes na diluicdo do template. Esse
efeito € muito comum na PCR em tempo real quando ha pequeno numero de
copias (template) na amostra amplificada, pois, devido a probabilidade de
deteccdo na presenca de baixo numero de copias, a distribuicdo dos

resultados ndo é normal, mas segue a distribuicdo de Poisson.

A distribuicdo de Poisson prevé que em um grande numero de
repeticdes, contendo uma média de uma copia do template, em cerca de
37% das repeticdes ndo havera deteccdo alguma, em 37% das repetices
havera deteccao de uma copia e em 18% das repeticdes havera deteccéo de
duas coépias (Anexo IV). Assim, para uma deteccdo confidvel na presenca
de baixo numero de coOpias é necessario um grande numero de repeticdes
para fornecer significancia estatistica e para ultrapassar a limitacdo de
distribuicdo de Poisson (Application Note, ABI by Life Technologies,
2011).

Essa imprecisdo na deteccdo de baixo numero de copias interfere
decisivamente na analise quantitativa, por isso o limite de quantificacdo €

definido pelo dltimo ponto (menor concentracdo) em que a linearidade da
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curva permanece inalterada. Ja o limite de detec¢do ainda permanece sem
critérios de definicdo para deteccdo qualitativa de patdgenos. Além do efeito
da distribuicdo de Poisson, deve-se considerar a possibilidade de sinal
fluorescente inespecifico quando o sinal de amplificacédo (Ct) estiver proximo
do numero total de ciclos do protocolo. Na maioria dos casos séo
estabelecidos algoritmos para diminuir a imprecisdo para baixos numeros de
copias, como analise em duplicata ou triplicata, repeticdo de alguma fase do
processamento, definicdo de interpretacdes diferentes de acordo com a faixa
de Ct e, utilizagéo de outro protocolo de PCR em tempo real para confirmar
resultados duvidosos.

A curva de eficiéncia com template de valor absoluto conhecido
(clones quantificados em numero de coépias) ja foi realizada pelos
idealizadores dos protocolos utilizados neste estudo (EREEMEVA, et al.
2003, LABRUNA et al. 2004), a repeticao da curva de eficiéncia teve como
objetivo avaliar se a eficiéncia das reacfes se manteve equivalente nas
condicBes gerais de processamento no IAL, como reagentes, equipamentos

e pessoal técnico.

Na avaliacdo da curva de eficiéncia a concentracédo inicial do template
foi estimada em 10" nimero de cépias/mL para que pudessem ser feitas as
analises estatisticas pelos softwares dos equipamentos. A inclinacdo das
curvas para o0s protocolos gltA-TagMan® e ompA-SYBR ficou entre -
3,3£10% refletindo uma eficiéncia de 100% +10%. Um resultado robusto,
considerando que néao foi utilizado um template puro, mas DNA extraido de

cultura de riguétsias em célula Vero (Tabela 5).

Outro parametro critico para avaliar a eficiéncia da PCR é o R?
(coeficiente de correlagéo), um termo estatistico que indica quao bom € um
valor do CT em predizer a quantidade de template inicial (Application Note,

Applied Biosystems™).

Este parametro correlaciona a fluorescéncia
emitida e a concentracao do template, e quanto mais proximo de 1 o valor de
R? mais precisa sera a quantificacdo de uma amostra desconhecida dentro

da faixa de concentragédo analisada. O R? das curvas para gltA-TagMan® e
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ompA-SYBR maior do que 0,95, o que corresponde a uma eficiéncia superior
a 95% (Tabela 5). Apesar da alta eficiéncia registrada, ndo se pode
descartar o efeito interferente da matriz uma vez que néo se utilizou um
template puro. O efeito interferente de matriz também foi observado por
EREEMEVA (2003) para o protocolo ompA-SYBR.

O intercepto com eixo Y ndo serd discutido, pois os valores ndo séo
reais uma vez que nao foi utilizado template quantificado, mas com

quantificacao estimada.

Com relacdo a precisdo, a repeticdo de um numero suficiente de
replicatas na PCR em tempo real apresenta uma distribuicdo normal, dentro
da faixa linear da curva de eficiéncia. Com isso, 68% dos valores das
replicatas devem ter valores de CT que variam dentro de um desvio padrdo
da média (raiz quadrada da variancia), 95% devem variar dentro de 2
desvios padréo e 99,7% dentro de 3 desvios padrdo. Quanto maior o desvio
padrdo, menor a capacidade de se distinguir a diferenca de duas vezes
(diluicdo 1:2) entre as amostras. A analise das 20 replicatas nas
concentracdes estimada de 10" e 10*, revelaram desvio padrdo <0,250 (2
desvios padrdo) para os protocolos gltA-TagMan® e ompA-SYBR, o que
corresponde a uma capacidade de discriminacdo entre uma diluicdo de 1:2

em mais de 95% dos casos (Tabela 5).

Na curva de eficiéncia, apesar dos valores de CT para o protocolo
gltA-TagMan® (aparelho ABI7500) se apresentarem maiores que 0S
encontrados no protocolo ompA-SYBR (aparelho LC480 Roche), a inclinacéo
da curva (slope) e R? ndo indicam diferenca de sensibilidade entre os
protocolos (Tabela 5). Ja na pesquisa em amostras biol6gicas pareadas o
protocolo gltA-TagMan® produziu valores de CT menores do que o protoloco
ompA-SYBR, esse efeito pode ser explicado por pequenas diferencas na
eficiéncia das reacdes identificadas na curva de concentracéo (97,7 e 96,18
para ompA-SYBR e gltA-TagMan®, respectivamente) e pela interferéncia da
matriz na pesquisa em amostras biolégicas ser mais expressiva no protocolo
ompA-SYBR do que no gltA-TagMan®.
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Os protocolos ompA-SYBR e gltA-TagMan® mostraram-se robustos
nos parametros analisados, porém sensiveis as diferencas entre os master
mix comerciais. Esses dados indicam que esse tipo de reagente devera ser

testado na pratica antes da aquisicao de reagente de procedéncia diferente.
Aplicacéo dos protocolos de PCR em tempo real nos grupos de estudo

Apesar de néo ter sido observada diferenca de eficiéncia entre os
protocolos ompA-SYBR e gltA-TagMan® nos ensaios de validagao, na
pesquisa em amostras bioldgicas o protocolo gltA-TagMan® mostrou-se
mais sensivel e tendendo a produzir CTs menores para as mesmas

amostras (Tabela 6).

No grupo de Obitos, em amostras de soro 27,32% (112/410) foram
detectados pelo protocolo ompA-SYBR, com CT médio de 32,62+3,14, e
29,51% (121/410) foram detectados pelo protocolo gltA-TagMan®, com CT
médio de 31,36+3,20 (Tabela 6).

A Febre Maculosa Brasileira parece se apresentar de forma mais
grave clinicamente quando comparada a Febre Maculosa das Montanhas
Rochosas nos EUA (ANGERAMI, et al., 2009). Dados provisérios do CVE-
SES-SP para 2012 indicaram 54% de letalidade pela FMB, enquanto que em
paises como EUA a letalidade até 2009 foi menor que 5% (LIN e DECKER,
2012). Alguns fatores que podem estar favorecendo a ocorréncia de casos
graves no Brasil, como a demora na suspeita clinica, limitadas possibilidades
terapéuticas e fatores associados aos vetores, a carga de riquétsias
inoculada, sucetibilidade do hospedeiro e viruléncia das cepas. Essas
diferencas com relacdo a maior gravidade e letalidade da doenca no Brasil
fazem com que as técnicas moleculares para deteccéo etiolégica como PCR
em tempo real tenham grande potencial como ferramenta diagndstica em
amostras de sangue ou soro (dos SANTOS, et al., 2012). Em paises da
Europa, como a Franca, a PCR em tempo real tem se expandido como
ferramenta diagnoOstica para detectar riquetsioses de evolucdo benigna,

porém com pouco sucesso em amostras de sangue e sSoro, mas com
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excelente desempenho em amostras como biépsia de lesdo cutanea ou
swab da lesdo provocada pela picada do carrapato (RENVOISE, et al., 2012,
KUROKAWA, et al., 2012, TAMAKUMA, et al.,, 2012, ANGELAKIS, et al.,
2012).

No grupo de pacientes que soroconverteram apenas 17,9 e 21,4%
foram diagnosticados, em amostras de soro, pelos protocolos gltA-TagMan®
e OompA-SYBR, respectivamente (Tabela 6). Apesar do cuidado em
selecionar amostras de paciente colhidas na fase aguda da doenca
(lgG<64), foi muito baixa a sensibilidade de ambos protocolos para detectar
casos nao fatais. Esses dados indicam baixo valor preditivo negativo da PCR
em tempo real para FMB nesse grupo de pacientes e reforcam a
necessidade da coleta da segunda amostra de soro para confirmar o

resultado pela sorologia para FMB.

Acredita-se que no grupo de soroconversfes existam casos com
diferentes graus de gravidade da doenca e, como a riquétsia GFM é uma
bactéria intracelular, sua deteccdo em amostras periféricas como soro e
sangue sO é possivel na ocorréncia de maior agressdo do endotélio, o que
corresponde aos casos mais graves. Outro dado que reforca essa hipétese é
a ndo deteccao de riquétsias em ambos o0s protocolos nos casos com
soroconversao procedentes do Estado de Santa Catarina, onde 0s casos
sdo brandos e de evolucdo benigna, possivelmente causados por outra
espécie de riquétsias do GFM, ndo Rickettsia rickettsii. Estudos futuros em
casos nao fatais de Sado Paulo e Santa Catarina estdo sendo planejados
para avaliar o impacto da PCR em tempo real em amostras de bidpsia de
lesdo cutanea. O local da picada do carrapato é o alvo principal para coleta
de amostra uma vez que € onde se concentra a maior quantidade de
riquétsias (RENVOISE, et al., 2012, KUROKAWA, et al., 2012, TAMAKUMA,
et al., 2012, ANGELAKIS, et al., 2012). Este estudo possibilitara avaliar o

potencial da PCR em tempo real como ferramenta de diagndstico precoce.

Considerando as mesmas informacfes sobre a relacdo entre a

deteccdo pela PCR em tempo real e gravidade da doenca, no grupo de
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soronegativos, a deteccdo de curva de amplificacdo com CT altos
(CT=38,5+2,12) em 2 casos pelo protocolo gltA-TagMan® e nédo pelo
protocolo ompA-SYBR, pode gerar davidas sobre a especificidade desse
protocolo quando o CT for muito préximo de 40, ndo excluindo a
possibilidade de sinal inespecifico (Tabela 6). O mesmo vale para o Unico
caso positivo detectado exclusivamente pelo protocolo gltA-TagMan® no

grupo de controles higidos.

No grupo de pacientes que soroconverteram, as amostras colhidas na
fase de convalescenca foram negativas em ambos os protocolos suportando
a hipotese de que o periodo de bacteremia é curto e que a presenca de
titulos altos de anticorpos pode indicar que a amostra € tardia e o poder

diagnéstico da PCR em tempo real para FMB esta diminuido.

O protocolo da RNAseP humana funcionou bem como controle de
qualidade interno endégeno em todas as amostras analisadas, incluindo
soro, e em todos os grupos avaliados. Os primers e probe foram desenhados
para amplificar RNA e DNA. O resultado da RNAse P € um bom parametro
para avaliar a qualidade da amostra e do seu processamento validando o
resultado da PCR em tempo real para FMB. Observa-se que utilizando
volume inicial fixo de amostra de 200uL, os CTs tendem a estar entre 25 e
35, exceto no grupo dos Obitos, que, como esperado, a vasculite causando
leséo endotelial pode produzir valores mais dispersos tendendo a valores de
CT menores e, em alguns casos CTs maiores ou até nulo, indicando

dificuldades na extragdo ou ndo sucesso no processamento.

Correlacdo entre os resultados de PCR em tempo real para Rickettsia
sSpp nas amostras analisadas.

Nas amostras enviadas para sorologia para FMB, predominantemente
amostras de soro, foi observada forte correlacdo entre os resultados
produzidos pelos protocolos de PCR em tempo real gltA-TagMan® e ompA-

SYBR em todos os grupos estudados.

80



Analisando os casos positivos apenas no protocolo gltA-TagMan®
observa-se que na maioria dos casos trata-se de reacdes que produziram
CTs altos (237). Apesar de nao ter sido observadas diferencas de eficiéncia
entre 0os protocolos gltA-TagMan® e ompA-SYBR na fase de validagéo,
observou-se que o protocolo ompA-SYBR sofre mais influencia da matriz do
que o protocolo gltA-TagMan®. Um dos fatores que influenciam neste efeito
€ o tipo de fluordforo utilizado em cada reacéo.

O SYBR Green é um intercalante de DNA, o sinal fluorescente
captado pelo aparelho refere-se a producéo de fitas duplas de DNA, as quais
devido a especificidade dos primers correspondem a amplificacdo do
fragmento desejado. As reacdes utilizando SYBR Green devem contemplar
a andlise da curva de dissociacdo (melting) para garantir que o sinal
produzido refere-se exclusivamente ao fragmento desejado.

A curva de dissociacao € um passo adicional no protocolo de PCR em
tempo real, onde as fitas duplas do fragmento amplificado sdo aquecidas
lentamente enquanto o sinal de fluorescéncia é captado, observa-se entao o
decaimento da fluorescéncia do SYBR Green.

O SYBR Green quando intercalado em fita dupla emite uma
fluorescéncia 100 vezes maior do que quando esta livre. Assim, com a
dissociacao das fitas, sua fluorescéncia diminui e o perfil de queda dessa
fluorescéncia caracteriza o fragmento amplificado. Isso porque o tamanho do
fragmento, a sua distribuicdo de nucleotideos e a concentracdo de sais no
meio definem a temperatura necessaria para desnaturacdo (dissociacdo)
deste fragmento.

Em uma reacdo de SYBR Green para que uma amostra seja
considerada positiva, além do sinal de amplificacdo a temperatura de
dissociacdo (TM) da amostra analisada deve coincidir com a temperatura de
dissociacao do controle positivo.

Devido as caracteristicas deste fluoroforo intercalante, a reacdo de
PCR em tempo real utilizando SYBR Green tende a sofrer mais interferéncia
da matriz diminuindo sua sensibilidade. Alguns fatores identificados como

interferentes na reacdo de SYBR Green sdo: alta concentragéo inicial de
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acido nucléico total em relacéo ao template da reacéo (o que varia de acordo
com o tipo de amostra biolégica, exemplo: soro, sangue total, coagulo,
bidpsia de pele, etc.) e variacdes nas concentracdes finais de sais devido as
dificuldades na extracdo do material genético dependendo do tipo de
amostra bioldgica.

Ja, as reacdes que utilizam sondas do tipo TagMan® o sinal de
amplificacdo do fragmento € mais especifico, pois € necessario um
pareamento perfeito da sonda com o fragmento amplificado para que o sinal
seja emitido. A experiéncia prética neste estudo mostrou que esse tipo de
reacdo, apesar de também ser influenciada pela qualidade da amostra
extraida, sofre menos interferéncia da matriz do que a reacdo com SYBR
Green, aparentando ser mais robusta com relacéo a esses interferentes.

Assim, pode-se prever que, na pesquisa em amostra clinica, quando
CT produzido no protocolo gltA-TagMan® for 237 € possivel que haja falha
na deteccdo da amplificacdo pelo protocolo ompA-SYBR. Para minimizar
esse problema, no futuro o protocolo ompA-SYBR sera substituido por um
protocolo com deteccéo por TagMan® (KATO, et al., 2013).

Embora as riquétsias de impacto na saude publica estejam no grupo
da Febre Maculosa ndo podemos descartar totalmente a possibilidade de
gque uma amostra positiva no protocolo gltA-TagMan® e negativa no
protocolo ompA-SYBR tenha como agente etiol6gico uma riquétsias nao
GFM. Raramente, quando uma amostra € positiva apenas em um dos
protocolos, repete-se a extracdo de acido nucléico e a reacdo de PCR em
tempo real.

Apesar de ser mais especifico o sinal produzido pela sonda do tipo
TagMan®, quando o CT obtido for muito préximo do nimero total de ciclos
do protocolo deve-se considerar a possibilidade da inespecificidade do sinal.
Esse efeito ndo € comum, porém ja foi identificado no protocolo gItA-
TagMan® em amostras de biopsia de pele, quando também foi detectado o
agente etioldgico meningococo. Nesse caso o resultado no protocolo ompA-

SYBR foi negativo. Outra maneira de minimizar a interpretacdo errada do
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resultado € repeti-lo em duplicata ou triplicata, geralmente o sinal
inespecifico é aleatério e ndo tende a se repetir em todas as replicatas.

Com todas essas informacdes, observou-se que a utlizacdo do
protocolo gltA-TagMan® juntamente com o protocolo ompA-SYBR melhoram
o valor preditivo do ensaio para o diagnostico da FMB aumentando a
especificidade do ensaio.

Correlacéo entre a positividade e o tipo de amostra

Os dados obtidos das analises em diferentes amostras biologicas
reforcam a idéia de que o protocolo ompA-SYBR sofre forte interferéncia da
matriz. O soro foi a amostra clinica que produziu melhores resultados
utilizando esse protocolo em comparacdo com o0 sangue total, coagulo e
pele. Isso se deve ao fato do soro ser uma amostra de facil e eficiente
extracdo, com pouco acido nucléico do hospedeiro favorecendo a
recuperacédo do acido nucléico do agente infeccioso, além disso, existem kits
de extracdo de alta eficiéncia para este tipo de material. Ja o sangue total e
o0 coagulo tem um importante interferente, a hemoglobina. No coagulo, a
necessidade de maceracao, digestdo por longo tempo, e muitas lavagens

ndo garantem uma boa pureza e recuperacao final do material genético.

A avaliagdo quantitativa, medida pelo valor do CT, entre as amostras
bioldgicas evidencia certa inibicdo refletida obtencdo de CTs maiores para
amostras biolégicas como coagulo e bidpsia de pele em relacdo ao soro,
Esses dados indicam diminuicdo da sensibilidade do protocolo ompA-SYBR

para coagulo e biopsia de pele em relagédo ao soro.

O protocolo gltA-TagMan® foi mais robusto, sofrendo menos
influencia das diferentes matrizes, porém a analise quantitativa dos CTs
obtidos também mostrou um grau de inibicdo quando soro foi comparado
com sangue. O protocolo gltA-TagMan® apresentou boa correlagcdo entre
resultados obtidos nas amostras de soro, sangue, coagulo e pele, apesar de

também apresentar CTs menores em amostras de soro.
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Embora o protocolo gltA-TagMan® tenha sido eficiente para detectar
casos positivos nas diferentes amostras biologicas, ele produziu resultados
duvidosos em algumas amostras, principalmente de biopsia de pele, cujos
CTs foram =36.

Com essas informacfGes pode-se dizer que, como 0 protocolo gltA-
TagMan® sofre menos interferéncia de matriz, na auséncia de amostras de
soro, o protocolo gltA-TagMan®, mas ndao ompA-SYBR, pode ser utilizado
como ferramenta de apoio para o diagnostico da FMB, em outras amostras
como sangue, coagulo e pele, porém resultados com CT=36 devem ser
repetidos em duplicata ou triplicata.

A futura substituicdo do protocolo ompA-SYBR com deteccao por
SYBR Green por um protocolo com deteccdo por sonda tipo TagMan®
podera minimizar esse problema de interferéncia da matriz. E recomendavel
que sejam utilizadas 2 regides génicas diferentes para confirmar um
diagnéstico etiologico pela PCR em tempo real, principalmente na presenca

de baixo numero de copias do agente na amostra extraida.
Especificidade e Sensibilidade dos protocolos de PCR em tempo real

Para comparacao entre as metodologias moleculares Nested PCR e
PCR em tempo real foram analisadas 50 amostras de soro de casos fatais
com suspeita clinica de FMB. Destes, 20 casos diagnosticados pela Nested
PCR foram confirmados também pela PCR em tempo real nos protocolos
ompA-SYBR e gltA-TagMan®, e outros 5 novos casos foram detectados pela
PCR em tempo real e ndo pela Nested PCR (25%). Nesse estudo houve
100% de concordancia entre os resultados obtidos pelo protocolo ompA-
SYBR e gltA-TagMan®. Esses resultados apontam para uma sensibilidade e
especificidade analitica adequadas para utilizagcdo da PCR em tempo real na
deteccao de casos fatais de FMB em amostras de soro.

Apbs selecdo entre os casos fatais, foi possivel compor um grupo de

36 casos “verdadeiros” positivos e 39 “verdadeiros” negativos confirmados
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por diferentes técnicas na elucidacao etiologica. Para esta avaliacdo, a PCR
em tempo real para FMB, chamada de FMPCR foi composta por trés
protocolos: ompA-SYBR, gltA-TagMan® e RNAseP humana. A concordancia
entre os resultados foi de 100% entre a FMPCR e outras técnicas de
deteccdo etiolégica (ISO, IHQ e gPCR). Esses dados demonstram a alta
especificidade e sensibilidade da PCR em tempo real como ferramenta

diagnéstica para elucidar casos fatais de FMB.

Atualmente em apenas cerca de 30% dos casos fatais com suspeita
clinica de FM amostras de tecido séo enviadas para o exame histopatologico
e imunohistoquimico no IAL. Na grande maioria dos casos apenas amostras
de soro séo enviadas para o diagnéstico laboratorial da FMB. Neste cenério,
a PCR em tempo real aplicada nas amostras de soro trouxe um avanco no

diagndstico da FMB e um impacto positivo na elucidagéo de casos fatais.

Comparacéo dos resultados da FMPCR e outros exames realizados no
IAL

Diante da alta concordancia dos resultados obtidos com os protocolos
ompA-SYBR, gltA-TagMan® e, da necessidade de se garantir a qualidade
do processamento das amostras, foram considerados positivos para FMB
casos com amplificacdo detectada nos 3 protocolos: ompA-SYBR, gltA-
TagMan® e RNAseP humana . A composicdo deste exame foi denominada
de FMPCR, sigla ja existente para o exame no SIGH-IAL.

A comparagéo dos resultados da FMPCR com a sorologia mostrou
baixa correlacdo com ocorréncia de falsos negativos e falsos positivos em
relacdo a PCR em tempo real. Os falsos negativos sdo decorrentes da
demora no aparecimento dos anticorpos especificos detectaveis no sangue
pela sorologia para FMB em relacdo a rapida evolucédo da doenca. Ja os
casos falsos positivos podem ter ocorrido devido a influéncias da impreciséo
da técnica RIFI cuja variacdo na leitura pode ser de 1 a 2 titulos, a
sensibilidade do antigeno utilizado e as reacfOes inespecificas. Essas

variacbes da RIFI para FM s&o dificeis de serem superadas quando a
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andlise é feita em amostra Unica, provocando diminui¢cdo da sensibilidade e
especificidade do exame.

A amostra de soro colhida tardiamente em relacdo ao inicio dos
primeiros sintomas diminui a probabilidade de detectar riquétsias circulantes,
pois o periodo de bacteremia é curto. Assim, quanto mais tardiamente a
amostra for colhida menor serd o valor preditivo negativo da FMPCR. Por
outro lado, a RIFI para FMB tem uma relacao inversa com a FMPCR, onde
quanto mais tardia a coleta da amostra maior sera o valor preditivo da RIFI
para diagnosticar a FMB, pois a producéo de anticorpos especificos tende a
aumentar com o tempo.

No grupo de soroconversdes, mesmo as amostras sendo colhidas
precocemente (IgG>64), a FMPCR falhou em detectar cerca de 80% dos
casos. Em parte esse resultado pode ser explicado pelos diferentes graus de
gravidade da doenca entre os pacientes que compdem este grupo, como ja
foi dito, a vasculite aguda € um fator determinante para a deteccdo do
agente etioldgico circulante. Outro fator determinante € tratamento especifico
iniciado precocemente impedindo a evolugdo da doenca e favorecendo o
desfecho de cura.

Outro fator que também deve ser considerado é que a sorologia pela
RIFI detecta riquétsias GFM e, dentro do GFM existem riquétsias de
patogenicidade diferentes (WOOD e ARTSOB, 2012). De acordo com
UCHIYAMA, et al.,, 2012 e UCHIYAMA, 2012, h4 uma relacdo entre a
capacidade de crescimento em cultura de células de mamiferos e o grau de
patogenicidade da espécie. Nesse estudo a espécie patogénica do GFM (R.
japbnica) apresentou taxa de replicacdo superior a espécie nao patogénica
(R. montanensis) e a co-infeccdo pelas duas espécies aumentou a taxa de
crescimento da n&o patogénica.

As riquétsias do GFM de baixa patogenicidade tendem a proliferar-se
intensamente no sitio de inoculacdo, ou seja, a picada do carrapato, e se
distribuem sistemicamente de forma limitada e por pouco tempo. Isto pode

ter implicagbes nos sintomas que variam de acordo com a gravidade, e sado
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influenciados pela carga de riquétsias inoculada, imunidade do hospedeiro e
precocidade do tratamento especifico (OTEO e PORTILLO, 2012).

Diante dessa realidade concluimos que em casos ndo fatais o
diagnoéstico somente podera ser confirmado com seguranca pela sorologia
para FMB apés o envio da segunda amostra de soro colhida na fase de
convalescéncia. Apesar de a FMPCR apresentar baixa sensibilidade para
casos nao fatais, o resultado quando positivo confirma o caso precocemente
e poderia auxiliar o clinico na conducdo do paciente, portanto deve ser
considerada sua aplicacdo em casos graves indicados pelo CVE-SES-SP.

Os isolamentos para riquétsias GFM em cultura celular positivos
produziram resultados concordantes com os da FMPCR em soro. Alguns
casos com resultado negativo ou contaminado no isolamento apresentaram
positividade no soro empregando-se a FMPCR. Nesses casos o protocolo
gltA-TagMan® confirmou o resultado positivo quando aplicado no coagulo.
Como foi discutido anteriormente, o protocolo ompA-SYBR néo foi eficiente
para esse tipo de amostra.

Em dois casos o protocolo gltA-TagMan®, em amostra de pele,
produziu um resultado “falso” positivo, com CT=36, pois os casos foram
diagnosticados como agente etioldgico Neisseria meningitidis do sorogrupo
C. Nesses casos a pesquisa de FMPCR em amostra de soro produziu
resultado mais especifico, sendo negativa para FMB.

Em 2 casos com FMPCR e IHQ positivos para FMB a pesquisa para
estreptococos foi positiva. Ja foi descrito que casos graves de FMB podem
levar a septicemia por outros agentes etioldégicos (BACCI e NAMURA, 2012).

Com relacdo as sorologias, tanto a RIFI para FMB como
soroaglutinacdo ou ELISA IgM para leptospirose, ndo apresentaram boa
correlacdo com os resultados de deteccéo etiologica. Esses dados indicam
que os resultados de sorologias para elucidagcdo de casos fatais devem
analisados com cuidado, considerando prioritariamente os resultados dos

ensaios de deteccao etiologica para esse grupo.

87



Analise descritiva dos casos confirmados pela FMPCR

A distribuicdo dos casos confirmados pela FMPCR por sexo mostrou
prevaléncia do sexo masculino, resultado também encontrado por KATZ, et
al. (2009) entre os anos de 2003 a 2008, em estudo epidemioldgico da FMB
no Estado de S&o Paulo. Com relacdo a faixa etaria os casos apresentaram
grande diversidade etaria, com tendéncia de menor frequéncia acima de 59
anos.

As regibes geograficas com maiores ocorréncias da doenca
corresponderam as ja conhecidas consideradas endémicas no Estado de
S&o Paulo. Os dados referentes a provavel localidade da infecgdo possuem
imprecisdo, pois se referem, em muitos casos, ao local de atendimento e
solicitacdo do exame e nao do local provavel da infeccao.

A média de intervalo de tempo transcorrido entre a apresentacdo da
doenca e a coleta da amostra biol6gica para diagnostico da FMB foi menor
nos casos positivos pela FMPCR. A média em intervalo de tempo nos casos
positivos foi de 5 dias tanto para O6bitos como para o0s casos com
soroconversdes. O intervalo de tempo maximo foi de 12 dias, com apenas
um caso fatal excedendo os 12 dias (20 dias). Esses dados fortalecem a
hip6tese de que a FMPCR tem aplicagdo apenas no curto periodo de
bacteremia da fase aguda da doenca, e as amostras colhidas posteriormente
a esse periodo ndo sdo adequadas para utilizacdo na FMPCR.

Com relacao aos valores de CT esperava-se que eles apresentassem
correlacdo entre o tempo transcorrido entre a apresentacdo da doenca e a
coleta da amostra biolégica, de forma que quanto menor fosse o tempo
transcorrido entre eles menor seria o valor de CT esperado, ou seja, quanto
mais precoce fosse a coleta da amostra, maior seria a quantidade de
riquétsias circulantes. Isso ndo pode ser claramente visualizado, pois
existem variaveis que podem interferir nessa correlacdo e devem ser
consideradas, tais como: a carga de riguétsia inoculada, a resposta imune
do paciente, o uso de antibidticos especificos, a dificuldade na extracdo da

amostra, a falta de normalizacao das leituras, etc.
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Sobre a utilizacdo de antibidtico no tratamento do paciente, essa
informagao foi imprecisa decorrente do preenchimento inadequado ou
ausente no formulario para requisicdo do exame. Como a informacéo sobre
0 uso de antibidtico ndo é uma informacéo restritiva para a realizacdo do
exame, muitas vezes € negligenciada. Outra questdo que deve ser
considerada é a auséncia de informagdo sobre a especificidade do
antibiodtico utilizado.

No grupo de Obitos com suspeita clinica de FMB, a distribuicdo dos
casos com diagnéstico confirmado pelas técnicas de deteccgéo etiologica no
IAL mostrou que as doencas que compdem o diagndéstico diferencial da FMB
sdo meningites e meningococcemias, seguidas por dengue e gripe. A
leptospirose € também uma importante doenca no diagnostico diferencial da
FM, porém no IAL o diagnéstico molecular para leptospirose ainda nao foi
implantado na rotina, sendo o diagndstico etiol6gico realizado apenas pela
reacao de imunohistoquimica, em amostras de tecidos parafinados, em um

numero muito limitado de casos.

Consideragfes gerais
Pontos positivos da utilizacdo da PCR em tempo para o diagnéstico
da FMB:
e Rapidez, sensibilidade e precisédo para o diagnéstico dos casos
fatais de FMB
e Aprimoramento na Vigilancia de 6bitos com suspeita da doenca
e Melhor conhecimento do espectro da doenca e seu impacto na
saude publica
e Apoio para as acbGes da Vigilancia Epidemiol6gica na
identificacdo das areas de risco
e Eficiente e rapido diagndstico diferencial entre meningites e
encefalites
e Técnica simples e de facil leitura do resultado

e Reprodutibilidade e robustez da técnica
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Pontos negativos da PCR em tempo real para FMB:

Insumos relativamente caros

Alto custo para manutengao dos equipamentos

Limitacdes do protocolo ompA-SYBR com relacdo as diferentes
matrizes bioldgica.

Limitacbes com relacdo ao curto periodo de bacteremia na
FMB

Limitacdes para detectacdo de caso ndo grave de FMB
Limitagcdo com relacdo a qualidade dos kits de extracdo e a

composicao do master mix
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7. Conclusbes

O melhor desempenho da PCR em tempo real foi obtido na deteccéo
de casos fatais de FMB, em amostras de soro, utilizando o protocolo
combinado de trés reagbes: ¢ltA-TagMan®, ompA-SYBR e RNAseP
humana.

A PCR em tempo real para FMB apresentou baixa sensibilidade para
detectar casos nao fatais, confirmados pela sorologia.

Os resultados deste estudo indicam que a PCR em tempo real
apresenta sensibilidade e especificidade que permitem utilizd-la como
ferramenta laboratorial no diagnéstico da FMB para elucidacdo de casos

fatais da doenca.
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Anexo | - Aprovacéo do projeto no CTC e CEP-IAL

INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTTL IAL

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS ! :

S#o Paulo, 24 de maio de 2012,

Iima. Sra.

Dra. Akemy Suzuki

Diretora Técnica do Niicleo de Doengas de Transmissdio Vetorial
Centro de Virologia

Prezada Diretora,

Venho por meio deste, informar que o CTC registrou a participagio da
funciondria Fabiana Cristina Pereira dos Santos, pesquisadora cientifica do NDTV, em
Programa de Pés-graduagéio em nivel de Doutorado. O projeto de tese foi aprovado pelo

CEPIAL e registrado no CTC N’ 01D/2011.

Atenciosamente,
/S
4/ ' {

Dra. Maria do Carmo Sampaio Tavares Timenetsky
Presidente do Comité Técnico Cientifico do IAL

1* Via: Diretor do Nucleo
2"Via: Funcionario
3* Via: CTC
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
Comité de Etica em Pesquisa - CEPIAL
Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sala 83 - Cerqueira César - 01246-902
Fone: 3068-2859 e-mail: cepial@ial.sp.gov.br

Sdo Paulo, 22 de julho de 2011.
Protocolo: 035/2011

Projeto de Pesquisa: “Aplicagdes da PCR em Tempo Real no diagndstico laboratorial de
Febre Maculosa Brasileira”,

Pesquisador Responsdvel: Fabiana Cristina Pereira dos Santos
Instituigfo: Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL analisou e
deliberou em reunifio ordindria de 21 de julho de 2011, de acordo com a Resolugio
CNS n° 196 de 10 de outubro de 1996 e suas resolugdes complementares, o projeto na
categoria APROVADO.,

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugio CNS n°® 196/96 - cabe ao
pesquisador: a)desenvolver o projeto conforme delineado; b)elaborar e apresentar os
relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer
momento; d)manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa,
contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
¢)encaminhar os resultados para publicagfio, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico participante do projeto; f)justificar, perante o CEP,
interrupgéo do projeto ou a niio publicagiio dos resultados.

Os relatorios parciais deverdio ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir
do inicio da pesquisa.

oA fN LS
Luz Marina Trujillo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Instituto Adolfo Lutz — CEPIAL

1* via — coordenador
2* via - CEPIAL
LMT/dvmp
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Anexo lI- Trabalhos Publicados

dos Santos FC, do Nascimento EM, Katz G, Angerami RN, Colombo S, de

Souza ER, Labruna MB, da Silva MV.Brazilian spotted fever: real-time
PCR for diagnosis of fatal cases. Ticks Tick Borne Dis. 2012 Dec;3(5-
6):312-4. doi: 10.1016/j.tthdis.2012.10.027. Epub 2012 Nov 16.
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Anexo lll. Distribuicdo dos casos confirmados de Febre Maculosa, segundo municipio de infeccéo
no Estado de Sao Paulo, 1998 - 2012*.

DRS GVE Municipio pr(:vavel
de infecgao 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012  Total
7 XVl Aguas de Linddia 1 1
7 XVl Americana 2 1 2 1 8
7 XVI Amparo 5 2 1 1 9
10 XX Araras 3 1 4 8
7 XV Artur Nogueira 1 2 3
7 XVIl  Atibaia 2 2
Assis 2 2
12 XXl Cajati 1 1
7 XVl Campinas 2 5 3 3 4 10 7 4 14 1" 8 4 78
9 X Candido Mota 2 1 1 4
9 X Canitar 1 1
10 XX Capivari 1 1
17 XXVl Caraguatatuba 1 1 3 5
g Xm Chavantes 2 1 1 4
7 XVl Cosmopdlis 1 1 1 1 1 1 1 3 10
1 Vi Diadema 1 2 3 2 2 1 1 13
14 XXVI  Estiva Gerbi 1 1 2
9 XX Garga 1 1
4 XXV Guaruja 1 1
1 vl Guarulhos 1 1 2
7 XV Holambra 1 2 3
7 XVIl  Hortolandia 1 1
9 X Ibirarema 2 7
7 XV Indaiatuba 1 1
10 XX Ipeuna 1 1
15 XXIX Irapud 1 1
14 XXVI  Itapira 1 1 2
12 XX Itariri 1 1 2
7 XVIl  ltatiba 1 1 2
16 XXX [t 1 1 1 1 5 9
7 OXVI Jaguariuna 2 2 3 4 2 3 2 2 1 1 24
7 XVl Jundiai 1 1 1 3
12 XX Juquia 1 1 2
10 XX Limeira 1 iz 3
7 XVIl  Lindoia 1 2 3
7 XV Louveira 1 1 1 1 4
1 XX Mairipora 1 1
6 XV Manduri 1 1
9 X Maracai 1 1 2
9 XX Marilia 1 1
1 v Maua 1 4
14 XXV Mococa 1 1 1 3
1 vl Mogi das Cruzes 5 2 1 1 1 10
14 XXVI  Mogi-Guagu 1 1
7 XV Monte Alegre do Sul 1 1 4
7 XVl Monte Mor 1 1 2
7 OXVI Morungaba 1
7 XV Nova Odessa 3 1 4
9 XX Ocaucu 1 1
9 XX Oriente 1 1
g Xm Ourinhos 1 1
g Xm Paraguagu 1 1
7 XVl Paulinea 5 1 2 4 12
7 XVl Pedreira 3 3 2 3 7 1 2 1 1 25
9 X Pedrinhas Paulista 1 1
12 XXl Pedro de Toledo 1 1 2
4 XXV  Peruibe 3 3
10 XX Piracicaba 1 1 12 1 1 5 2 1 3 9 41
6 XV Piraju 1 1 2
g Xm Platina 1 1
Porto Feliz 2 2
4 XXV  Praia Grande 1 1
17 001 Queluz 3 3
1 Vi Ribeirdo Pires 1 2 3
13 XXIV  Ribeirdo Preto 2 3

Continua na proxima pagina
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16 XXX Salto 3 3 1 7
Santa Barbara

7 XVl d'Oeste 1 1 1 1 2 2 8
Santa Rita do Passa

13 XN Quatro 1

1w Santo André 1 2 2 2 3 1 8 19
Santo Antonio da

7 XV Posse ? 1 3
S&0 Bernardo do

1w Campo 1 1 1 3 5 4 1 4 4 24

11 Sao Paulo 1 1 3 2 1 3 2 1 15

10 XX Sao Pedro 1 1

16 XXXl Sdo Rogue 1 1

17 XXVl S&o Sebastido 2 2

7 XVl Sumaré 1 1 1 1 4

9 Xm Taruma 1 1 2

16 XXX Tatui 1 1

16 XXX Tieté 1 1 2

17 XXVl Ubatuba 1 1 1 3 1 7

7 XVl Valinhos 3 2 3 3 3 3 1 1 14 5 38

7 XVl Vinhedo 7 1 1 1 2 1 4 1 18
Outros 5 B 12
TOTAL 13 2 16 14 9 29 3 53 3 M 43 57 7 70 68 521

Fonte:http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/fmaculosa dados.html.SINANNET/ZOONOSES/CVE/
SP. Dados atualizados em Fevereiro de 2013. GVE= Grupo de Vigilancia Epidemiolégica, GVE | —
Capital, GVE VII — Santo André, GVE VIII — Mogi das Cruzes, GVE IX — Franco da Rocha, GVE X —
Osasco, GVE Xl — Aracatuba, GVE XII — Araraquara, GVE Xlll — Assis, GVE XIV — Barretos, GVE XV
— Bauru, GVE XVI — Botucatu, GVE XVII — Campinas, GVE XVIIl — Franca, GVE XIX — Marilia, GVE
XX — Piracicaba, GVE XX| — Presidente Prudente, GVE XXIlI — Presidente Venceslau, GVE XXIII —
Registro, GVE XXIV — Ribeirdo Preto, GVE XXV — Santos, GVE XXVI — Sdo Jodo da Boa Vista, GVE
XXVII — S&o José dos Campos, GVE XXVIII — Caraguatatuba, GVE XXIX — Sdo José do Rio Preto,
GVE XXX — Jales, GVE XXXI — Sorocaba, GVE XXXIl — Itapeva, GVE XXXIll — Taubaté DRS=
Departamento Regional de Saude. DRS | - Grande S&o Paulo, DRS Il — Aragatuba, DRS IIl —
Araragquara, DRS IV - Baixada Santista, DRS V — Barretos, DRS VI — Bauru, DRS VII — Campinas,
DRS VIII — Franca, DRS IX — Marilia, DRS X — Piracicaba, DRS Xl - Presidente Prudente, DRS XII —
Registro, DRS XIII - Ribeirdo Preto, DRS XIV - Sdo Jodo da Boa Vista, DRS XV - Sado José do Rio
Preto, DRS XVI — Sorocaba, DRS XVII — Taubaté.
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Anexo VI- Gréfico da distribuicdo de Poisson para detecgdo de baixo nimero de

copias na qPCR para 64 replicatas.

Frequency for 64 replicates
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Distribuicdo de Poisson para baixo nimero de cépias no qPCR. A curva azul representa a
distribuicdo de Poisson para deteccdo em 64 replicatas com 1 copia de DNA (3,3 pg de
DNA). A curva rosa representa a distribuicdo de Poisson para deteccdo em 64 replicatas
com 2 copias de DNA (6,6 pg de DNA). Application Note, ABI by LifeTechnologies,

2011.
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