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RESUMO

Introducdo: O diagnostico clinico da brucelose humana (BH) é frequentemente
desafiador devido aos sintomas inespecificos. Geralmente, sdo necessarios exames
laboratoriais complementares para confirmagéo. Os testes imunoldgicos tém sido o
método mais utilizado no diagnéstico de BH, mas os testes moleculares baseados na
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) vém se tornando cada vez mais
utilizados devido a sua elevada especificidade e sensibilidade. Apesar disso, muitos
meétodos moleculares ainda necessitam de padronizacdo quanto ao gene alvo, melhor
amostra clinica e momento adequado da coleta para 0 exame. O objetivo deste estudo
foi validar um método de gPCR para o diagnostico de BH; avaliar diferentes genes-
alvo de Brucella e a influéncia de matrizes bioldgicas (soro vs. sangue total) nos
pardmetros analiticos.

Material e Métodos: O delineamento experimental para a padronizagdo da pesquisa
de BH por gPCR em amostras clinicas constou de trés etapas. Na etapa 1, dois genes,
IS711 e besp31, foram testados quanto ao desempenho analitico para o diagndstico
molecular de BH. Na etapa 2, foram avaliados diferentes tipos de matriz bioldgica
(sangue total e soro) utilizando amostras contaminadas artificialmente com Brucella
abortus. Na etapa 3, os parametros de diagndstico deste método gPCR foram avaliados
em amostras pareadas de sangue total e soro de pacientes com suspeita de BH.
Resultados: Ambos os genes podem ser alvos potenciais de diagndstico, mas o gene
IS711 mostrou ser um melhor alvo quanto ao limite de deteccéo (10 vs 20 copias por
reacdo). No experimento de contaminagéo in vitro, o sangue total mostrou um limite
de detec¢do menor do que 0 soro apos a regressdo probit (224 vs. 3.681 UFC/mL) e a
analise ANOVA mostrou uma diferenca significativa (p <0,001) entre o Cq das
amostras de sangue total em todas as dilui¢cdes em relagdo ao soro. Em 12 amostras
clinicas pareadas de pacientes com suspeita de BH, nenhuma amostra de soro e apenas
uma amostra de sangue total foi detectavel para Brucella utilizando este método de
detecgdo gqPCR.

Conclustes: Este método padronizado de deteccdo de Brucella baseado em gqPCR
pode melhorar o diagndstico de BH, servindo como um teste rapido, altamente sensivel
e especifico. O sangue total € mais adequado para o diagnostico de BH baseado em
gPCR devido a presenca de cargas de DNA-alvo mais altas nesta matriz em
comparagdo com o soro. A maior limitagdo deste estudo foi a impossibilidade de
obtencdo e realizacdo de hemocultura, método padrdo-ouro para o diagnostico
laboratorial de BH.

Palavras-chave: Brucella; diagndstico molecular; testes laboratoriais; Brucelose;
gPCR



ABSTRACT

Background: Clinical diagnosis of human brucellosis (HB) is often difficult due to
non-specific symptoms. Generally, laboratory tests are necessary to diagnosis
confirmation. Immunological tests have been the most common method used in HB
diagnosis, but molecular methods based on quantitative polymerase chain reaction
(gPCR) have largely replaced these diagnostic methods due the high sensibility and
sensitivity. However, some molecular tests still need standardization regarding to
target gene, clinical sample and adequate time to specimen collection. The aim of this
study was to validate a HB diagnostic JPCR method; assessing different target
Brucella genes, and the influence of biological matrices (serum vs. whole blood) on
analytical parameters.

Material and Methods: Experimental design for Brucella detection by gPCR was
performed in three steps. In the step 1, two target genes, I1S711 and bcsp31, were tested
for analytical performance to molecular diagnosis of BH. In step 2, different biological
matrices types (whole blood and serum) were evaluated using artificially spiked
samples with Brucella abortus. In the step 3, diagnostic parameters of this qPCR
method were evaluated in paired whole blood and serum samples from patients with
suspected HB.

Results: Both genes could be potential diagnosis targets, but IS711 showed a lower
limit of detection (10 vs. 20 copies per reaction). In spiked matrix experiments, whole
blood showed a lower limit of detection than serum after probit regression (224 vs.
3,681 CFU/mL) and ANOVA analysis showed a significant (p<0.001) difference
between the Cq of whole blood at all dilutions and that of serum. In 12 paired clinical
samples from brucellosis suspect patients, no serum samples and only one whole blood
sample tested positive for Brucella using this gPCR detection method.

Conclusions: This standardized gPCR-based Brucella detection method could
improve diagnosis of HB, serving as a rapid, highly sensitive, and specific test. Whole
blood is better suited to qPCR-based HB diagnosis due to the presence of higher target
DNA loads in this matrix, compared to serum. The aim limitation of this study was the
impossibility of obtaining and performing blood cultures, the gold-standard method
for laboratory diagnosis for HB.

Keywords: Brucella; molecular diagnosis; laboratorial tests; brucellosis; PCR
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1. INTRODUCAO

A brucelose humana (BH) é uma zoonose com importante impacto clinico e econdmico.
Apesar da baixa mortalidade (inferior a 1%), apresenta um alta morbidade, geralmente
prolongada (P. Yagupsky 1999; Hull and Schumaker 2018), devido a capacidade de
cronificacdo e possibilidade de relapso. O tratamento antimicrobiano geralmente é
prolongado (semanas a meses), mesmo em casos ndo complicados e, apds confirmado o
diagndstico, os pacientes necessitam de acompanhamento médico por até dois anos,
inclusive com realizacdo periddica de exames laboratoriais (Tuon et al. 2017). A infecgdo
por Brucella em rebanhos e animais de criagdo também geram significativos impactos
sociais e econdémicos, devido a perda de produtividade e diminuigdo de reprodugdo animal
(Lokamar et al. 2020). Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude, a perda econdmica
anual devido a brucelose bovina na América Latina é estimada em 600 milhGes de ddlares
(Acha and Szyfres 2005). No Brasil, apesar de dados limitados, a perda anual em rebanhos
bovinos de corte e de leite foi estimada em 892 milhGes de reais em 2011 (Santos et al.
2013). A introdugédo do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e da
Tuberculose Animal em 2001 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, foi
um importante avanco no controle da Brucelose Bovina no Brasil, mas o objetivo principal
de erradicacdo ainda ndo foi atingido, principalmente, devido a diferenga do nivel de controle
entre os estados do Brasil (Aires, Coelho, and Silveira Neto 2018; Rodrigues et al. 2021).

A doenca é causada por Brucella spp., um bacilo Gram-negativo intracelular transmitido
por diferentes fontes ao homem incluindo, mas néo limitado, a ingestéo de produtos lacteos
contaminados, manipulacdo de animais infectados, acidentes com a vacina contra Brucella
e acidentes laboratoriais. A incidéncia anual varia de 0,3 casos por milhdo em alguns paises
desenvolvidos a superior a 1.000 casos por milhdo em areas endémicas (Pappas et al. 2006;

Doganay 2013). Atualmente, segundo a Organiza¢do Mundial da Salde, mesmo em paises
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desenvolvidos, a incidéncia de brucelose pode ser pelo menos cinco vezes maior do que a
oficialmente relatada, em decorréncia dos casos subdiagnosticados e subnotificados (Ariza
et al. 2007).

A BH possui diversas apresentagdes clinicas, incluindo sindrome sistémica febril,
geralmente acompanhada de suor, calafrios e fadiga, mas também algumas apresentagdes
localizadas, como epididimo-orquite e espondilodiscite. Neurobrucelose e endocardite sdo
apresentacOes graves da doenca (Dean et al. 2012), com a mortalidade associada & doenca
grave (Tuon et al. 2017). O diagnostico de BH é um desafio. Os sintomas das formas aguda
e cronica sdo inespecificos, portanto, os dados epidemioldgicos sdo indispensaveis para a
suspeita clinica e diagndstico diferencial, e frequentemente sdo necessérios exames
laboratoriais complementares (Lemos et al. 2018). Os métodos de diagnostico laboratorial
incluem cultura, imuno-histoquimica e deteccdo de acidos nucléicos usando a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os testes imunoldgicos tém sido o0 método mais comum para o
diagndstico de BH, entretanto, os anticorpos podem apresentar reacdo cruzada para outras
bactérias e apresentam dificuldade em diferenciar relapso de uma infeccdo passada. A
cultura de sangue periférico (hemocultura) é o método padrdo ouro para o diagndstico de
BH, mas, apesar da alta especificidade (100%), apresenta baixa sensibilidade (10 — 30%) e
requer nivel de biosseguranga 3 para manipulacéo de isolados, podendo ser uma importante
fonte de contaminacéo e acidentes laboratoriais. Ao contrario, os métodos moleculares séo
pouco provaveis de serem fontes de acidentes laboratoriais, apresentando a tendéncia de
substituir os métodos convencionais de cultura para diagndstico e identificacdo de Brucella
(Araj 2010).

Apesar de poder apresentar uma sensibilidade maior que a cultura e uma especificidade
maior que os testes soroldgicos, ainda ha algumas indefini¢ces quanto ao uso dos métodos

moleculares para o diagndstico de BH (Center for Disease Control and Prevention 2017).
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Em relacdo ao melhor alvo, diversos genes ja foram descritos para pesquisa de Brucella,
com diferente resultados para especificidade e sensibilidade, sem que haja um consenso
sobre o melhor gene (Pablo Yagupsky, Morata, and Colmenero 2020). Quanto a amostra
clinica de escolha para a pesquisa molecular de Brucella, os resultados encontrados séo
divergentes em relacéo a escolha de soro ou sangue total, onde alguns estudos demonstram
melhor sensibilidade em soro e outros em sangue total (Zerva et al. 2001; Mitka et al. 2007).
Portanto, para apresentarem melhor sensibilidade e especificidade que os métodos

convencionais, 0s testes moleculares precisam ser padronizados e bem delineados.

1.1 GENERO BRUCELLA

O género Brucella foi estabelecido por Meyer e Shaw em 1920 e atualmente é formado
por 12 espécies (Parte 2018) (Tabela 1). As espécies de Brucella sdo historicamente
designadas de acordo com os hospedeiros que infectam primariamente, patogenicidade e
caracteristicas fenotipicas (Parte 2018; Banai and Corbel 2014). Andlises de hibridacéo
DNA-DNA realizadas com isolados de Brucella em 1985 sugeriram que todas as espécies
do género pertencem a uma Unica espécie por apresentarem uma homologia superior a 90%,
tendo sido proposto a denominagdo de biovares de Brucella melitensis (ex.: Brucella
melitensis biovar Abortus) (Verger et al. 2009). Mesmo com a alta homologia, esta
classificagdo ndo tem sido aceita devido a falha deste método em explicar as diferencas de
comportamento biol6gico entre as espécies, bem como a presenca de genes espécie
especificos e divergéncias soroldgicas frente a epitopos de lipopolissacarideo (LPS) de
membrana celular presente nas espécies de Brucella (Parte 2018; Moreno and Moriyon
2006). Do ponto de vista epidemioldgico e de controle de satde publica, a diferenca entre as
espécies determinada pela taxonomia classica ainda é uma importante ferramenta de

controle, visto as diferencas encontradas em relacdo a interacdo parasita-hospedeiro e

14



viruléncia entre as espécies. Desta maneira a taxonomia do género permanece com a

nomenclatura de espécies classicas, mesmo sendo aceito que do ponto de vista genético o

género seja formado somente por uma Unica espécie (Corbel and Moriydn 2006).

Tabela 1 — Espécies de Brucella atualmente descritas

Espécie

Descricéo

Hospedeiro Natural

Brucella abortus

(Schmidt 1901) Meyer and Shaw

Bovinos

Brucella melitensis

Hughes 1893) Meyer and Shaw

Caprinos e Camelos

Brucella suis

Huddleson 1929, species

Suinos

Brucella ovis

Buddle 1956, species.

Ovelhas

Brucella neotomae

Stoennerand Lackman 1957, species.

Rato selvagem

Brucella canis

Carmichaeland Bruner 1968, species.

Canideos

Brucella ceti

Foster et al. 2007, sp. nov.

Cetaceos

Brucella pinnipedialis

Foster et al. 2007, sp. nov.

Focas e Cetaceos

Brucella microti

Scholz et al. 2008, sp. nov.

Rato silvestre

Brucella inopinata

Scholz et al. 2010, sp. nov.

Desconhecido

Brucella papionis

Whatmore et al. 2014, sp. nov.

Babuinos

Brucella vulpis

Scholz et al. 2016, sp. nov.

Raposa

List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature: LPSN. Adaptado de

https://Ipsn.dsmz.de/genus/brucella

1.2 GENERO BRUCELLA COMO AGENTES DE ZOONOSE

A evolugdo das espécies de Brucella permitiu uma estreita coevolugdo com as células
dos mamiferos que infectam, necessitando desta interacdo para a manutengdo da espécie,
levando até mesmo, a associacdo das espécies com diferentes hospedeiros (Moreno and
Moriyon 2006; Glowacka et al. 2018). S0 reconhecidas como patégenos primarios de

animais (Ficht 2010), sendo o ser humano considerado um hospedeiro acidental.
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O potencial zoon6tico é um importante fator de classificagdo das espécies de Brucella
(Moreno and Moriyon 2006). B. abortus, B. melitensis e B. suis sdo as principais espécies
de interesse humano responséaveis pela BH (Moreno and Moriyon 2006; Al Dahouk et al.
2017). B. canis também ¢ incluida como potencial agente de doenga em humanos, mas
apresenta um potencial zoondtico menor (Lucero et al. 2005; Corbel 2006). As espécies
isoladas de mamiferos aquéticos, B. ceti e B. pinnipedialis s@o consideradas potenciais
agentes de doenca em seres humanos, devido aos casos de neurobrucelose relacionados a
essas espéecies (Sohn et al. 2003). As demais espécies do género, até 0 momento, ndo séo
consideradas agentes causadores de doenca em seres humanos, e seu potencial zoondtico €
desconhecido (Pappas et al. 2005; Corbel 2006; Fugier, Pappas, and Gorvel 2007)

A infeccdo priméria por Brucella em animais apresenta-se como uma doenca
subaguda ou cronica, geralmente ndo sendo aparente na sua fase inicial (Corbel 2006). Na
maioria dos casos, a infeccdo ocorre atraves da via gastrointestinal, atingindo a via linfatica
com posterior translocacdo para a corrente sanguinea. Devido a capacidade de multiplicacdo
dentro dos macrofagos, apds a bacteremia ocorre a distribui¢do das células de Brucella a
outros 6rgdos, com tropismo pelo Utero gravido, 6rgdos genitais masculinos e femininos e
glandulas mamarias, inclusive podendo levar & mastite e eliminacéo pelo leite (Hull and
Schumaker 2018; Rhyan 2013). O sinal mais caracteristico da infeccdo por Brucella em
animais é o aborto espontaneo. Outros sintomas sdo aumento da temperatura, perda da
fertilidade tanto em machos quanto em fémeas e diminuicdo da lactagdo (Sohn et al. 2003;
Hull and Schumaker 2018). Apesar de em muitas situagdes a infec¢do ndo ser aparente e ser
subclinica em animais adultos, a brucelose em animais de criagéo leva a importantes perdas
econdmicas, devido a diminuicdo da produtividade tanto para produgéo de animais de corte

como para producéo de leites e derivados (Santos et al. 2013).
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A transmissdo da Brucella para humanos ocorre basicamente por contato direto com
animais doentes e seus produtos através da inalagdo, ingestdo, contato com a mucosa ou
feridas abertas (Pappas et al. 2005; Hull and Schumaker 2018), ocorrendo de maneira
semelhante para todas as espécies patogénicas (Moreno and Moriyon 2006). As células de
Brucella invadem os tecidos penetrando através das células epiteliais sendo, entéo,
fagocitadas. A diviséo celular e multiplicacdo acontece nos linfonodos com translocagéo
para a corrente sanguinea, levando a uma bacteremia transitéria e disseminacdo pelo
hospedeiro. Nos humanos, a Brucella apresenta tropismo pelo sistema reticulo endotelial
(sistema mononuclear fagocitario) (Gtowacka et al. 2018; Pappas et al. 2005; Fugier, Pappas,
and Gorvel 2007). As células de Brucella apresentam a capacidade de sobreviver e
multiplicar-se no interior de células fagocitérias e ndo fagocitérias, incluindo células
epiteliais. Apesar do mecanismo ainda néo ser completamente elucidado, aparentemente as
células de Brucella s&o envolvidas por vactolos intracelulares, onde permanecem viaveis e
resistentes a componentes antimicrobianos extracelulares e da digestéo intracelular. Dentro
do ambiente intracelular, as células de Brucella encontram o meio propicio para o
desenvolvimento e multiplicacdo (Gtowacka et al. 2018; Moreno, Cloeckaert, and Moriyon
2002). Apesar da denominacdo da doenca representar a infeccdo por qualquer espécie da
familia Brucella, quando citado BH se faz referéncia a doenca causada por B. abortus, B.

melitensis, B. suis e B. canis (Moreno, Cloeckaert, and Moriyon 2002) (Tabela 2).

Tabela 2 — Espécies de Brucella associadas a infecgdes em humanos

Espécie Biovares Hospedeiro Primario Preferencial Viruléncia

B. abortus Sete Principal: Bovinos Média

biovares | Ocasional: Canideos, Equinos
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1-6¢e9

B. melitensis Trés Principal: Caprinos (Cabras, ovelhas) e Alta
biovares | Camelos

1-3 Ocasional: Bovinos, Canideos

B. suis Cinco | Principal: Suinos (incluindo javalis e | Média - Alta
biovares | suinos selvagens) para Biovar 1- 3;
1-5 Renas para biovar 4; Roedores para
Biovar 5.

Ocasional: Ovelhas

B. canis - Principal: Canideos Baixa

Classicamente a doenca em humanos € uma doenca aguda ou subaguda febril,
associada a sudorese, mialgia, artralgia, estado depressivo, cansago excessivo e anorexia
(Dean et al. 2012; Tuon et al. 2017). Esta fase inicial da doenca pode durar até 3 meses, com
momentos de melhora e retomada dos sintomas. Apds este periodo, em alguns casos, pode
ocorrer evolugdo para a fase cronica e relapso da doenga, mesmo com um tratamento
primério efetivo, onde o paciente volta a apresentar novamente os sinais e sintomas da fase
aguda (Corbel 2006; Center for Disease Control and Prevention 2017). O comprometimento
focal pode ocorrer em qualquer fase, afetando principalmente o figado, baco, sistema
nervoso central e valvulas cardiacas. A BH é considerada a principal zoonose bacteriana no
mundo e uma doenca de extremo interesse em satde publica devido a capacidade de se tornar
uma doenca cronica, as altas taxas de morbidade, com relapso ocorrendo em 5 a 30% dos
casos (Solera 2010) e ao tratamento antimicrobiano longo (Tuon et al. 2017), podendo

chegar até 6 semanas.
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1.3 METODOS DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Devido aos sintomas inespecificos, o diagnéstico clinico nem sempre € suficiente
para a confirmacdo da doenca. Desta maneira, dados epidemiol6gicos como risco
ocupacional, consumo de alimentos potencialmente infectados e area de residéncia séo
indispensaveis para a suspeita clinica e diagndstico diferencial, geralmente necessitando de
exames laboratoriais complementares (Tuon et al. 2017; Lemos et al. 2018). Os métodos
para diagndstico laboratorial da BH apresentam diferentes caracteristicas de acordo com a
fase clinica da doenca. A hemocultura é positiva na fase aguda da doenga, onde também
ocorre aumento dos titulos de anticorpos IgM. Na evolucéo da doenca, ocorre declinio dos
titulos de IgM e aumento progressivo de 1gG. Na infeccdo crdnica ou relapso, 0 aumento dos
titulos de 1gG em coletas seriadas pode ser o Unico exame laboratorial indicativo de BH. Em
relacdo aos métodos moleculares, ainda ndo ha consenso sobre o periodo de deteccdo de
acordo com as fases da doenga (Center for Disease Control and Prevention 2017).

A hemocultura é o método padrédo para o diagndstico laboratorial. Mesmo com a alta
especificidade (100%) é um exame com baixa sensibilidade (11-30%). As caracteristicas
fenotipicas das espécies de Brucella, como crescimento lento in vitro, necessidade de
suplementagdo frente aos meios de cultura tradicionais e baixa carga microbiana em
circulagdo tornam um desafio o isolamento laboratorial (Center for Disease Control and
Prevention 2017; Christopher, Umapathy, and Ravikumar 2010). Além disso, a manipulagdo
em cultura de espécies de Brucella requer nivel 3 de biosseguranca devido ao alto risco de
geracdo de aerossol e baixa carga necessaria para a infeccdo em humanos, estrutura que a
maioria dos laboratdrios clinicos ndo possui. A cultura de medula dssea seria uma melhor
opcao para diagndstico, mas devido a natureza invasiva da coleta, seu uso deve ser restrito a

casos especificos (Center for Disease Control and Prevention 2017).
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Os testes imunoldgicos tém sido o método mais utilizado para o diagndstico
laboratorial de BH, entretanto, os anticorpos anti-Brucella carecem de especificidade
podendo ser reativos em outras doengas infecciosas, além de apresentarem dificuldade em
diferenciar episodios de relapso de infeccdes passadas. A resposta soroldgica a infecgéo por
Brucella é influenciada por diversos fatores como, o periodo de incubagéo da doenca e fase
clinica, sendo pouco util para diagnostico de relapso (Araj 2010; Center for Disease Control
and Prevention 2017).

Recentemente métodos moleculares para o diagnéstico de BH vém sendo descritos
(Araj 2010; Center for Disease Control and Prevention 2017). A técnica de Reacdo da
Polimerase em Cadeia em tempo real (qQPCR) permite um diagndstico rapido quando
comparada a cultura e com alta sensibilidade e especificidade. Apesar disso, muitos métodos
moleculares ainda necessitam de padronizagéo quanto ao gene alvo, melhor amostra clinica
e momento adequado de coleta para o exame (Center for Disease Control and Prevention
2017). Além disso, o processamento de amostras clinicas para qPCR néo necessita de nivel
de biosseguranca 3, sendo somente necessérias precaucdes basicas para processamento de
amostras potencialmente infectantes e de laboratérios de biologia molecular. O avanco e
padronizacdo das técnicas moleculares também vém permitindo o desenvolvimento de
técnicas de tipagem e identificacéo de espécies diretamente da amostra clinica (Corbel 2006;

Center for Disease Control and Prevention 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Em 2017, nosso grupo de trabalho recomendou testes laboratoriais para casos suspeitos
de BH usando sorologia e testes moleculares (Tuon et al. 2017). O teste Rosa Bengala
(aglutinacdo sérica) foi excluido devido a alta incidéncia de testes falsos positivos. No
entanto, desde a implementagéo do teste de gPCR em soro, a porcentagem de testes positivos
em pacientes com suspeita de BH tem sido baixa (<2% no geral, sendo até <0,5% em 2019).
Nossa hipotese é que a sensibilidade dos primers e a matriz bioldgica utilizada (soro vs.
sangue total) podem ser fatores associados & baixa sensibilidade do método. Portanto, o
objetivo deste estudo foi padronizar, utilizando diferentes matrizes (soro versus sangue total)
e genes alvo (I1S711 e besp31), um método de gPCR para o diagnostico de BH especifico,

sensivel e rapido, que possa contribuir de maneira efetiva para o diagnéstico de BH.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento e padronizacao analitica de teste de gPCR diretamente de amostras

clinicas para diagndstico laboratorial de casos de BH.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a melhor sequéncia alvo e melhor amostra clinica (matriz) para

pesquisa molecular de Brucella sp.;

b) Estudo comparativo de amostras clinicas pareadas (sangue total com EDTA e

soro) em pacientes suspeitos de BH
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4. MATERIAIS E METODOS

O delineamento experimental para a padronizagdo da pesquisa de BH por gPCR em
amostras clinicas constou de trés etapas. Na etapa 1, foi realizada a validacdo analitica da
qPCR para a pesquisa de dois genes, 1S711 e bcsp31. Apds determinagdo do melhor alvo,
foi realizada a etapa 2 com o objetivo de avaliar a diferenga entre as amostras clinicas sangue
total e soro através de um estudo de contaminacgdo in vitro com isolado bacteriano de
Brucella abortus. Na etapa 3, foi realizada a pesquisa pareada com o alvo determinado na
etapa 1 em amostras de sangue e soro de pacientes suspeitos de BH com o objetivo de

determinar se os resultados obtidos na etapa 2 s&o relevantes para o diagnéstico clinico.

4.1 VALIDACAO ANALITICA DA gPCR PARA OS GENES 1S711 E BCSP31
Controle Positivo para PCR. Foi utilizado o controle AmpliRun DNA Control Brucella
abortus (Vircell Microbiologists, Granada, Granada, Espanha) preparado a partir da cepa
S99 de Brucella abortus. O controle foi preparado de acordo com as instrucdes do fabricante
contendo uma concentragdo final de 16.000 equivalentes gendmicos (cdpias de genoma
completo - GE de B. abortus S99) por microlitro ap6s reconstituicdo. A utilizacdo deste
controle ndo necessita de extracéo e foi utilizado diretamente na reacdo simulando um DNA

extraido.

Pesquisa dos genes 1S711 e bcsp31 por gPCR. Foram avaliados dois genes para pesquisa
de Brucella sp.. O gene bcsp31 é altamente conservado e presente em todas as espécies do
género, mas esta presente em uma Unica copia no genoma das espécies de Brucella sp.
(Sohrabi et al. 2014). A sequéncia publicada por Probert et al. tendo o gene bcsp31 como
alvo, e utilizada neste trabalho, é uma das sequéncias mais estudadas para pesquisa de
Brucella sp. e, seu uso, como método de diagnostico, j& foi avaliado em diversos estudos

(Sanjuan-Jimenez, Colmenero, and Morata 2017; Pablo Yagupsky, Morata, and Colmenero
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2020; Probert et al. 2004). A sequéncia de inser¢do 711 (1S711) também esta presente em
todas as espécies do género de maneira conservada, mas o nimero de copias é variavel de
acordo com a espécie e biovar, sendo geralmente encontradas de 5 — 8 copias em Brucella
abortus e Brucella canis, 7 — 10 cépias em Brucella melitensis e 6 — 13 Brucella suis
(Bounaadja et al. 2009). Teoricamente, 0 maior nimero de cdpias da IS711 no genoma das
espécies de Brucella pode apresentar uma vantagem em termos limite de deteccdo em
relacdo ao gene bcsp31, diminuindo possiveis resultados falso-negativo e, aumentando a
chance de amplificacdo quando ha uma baixa carga bacteriana na amostra. Na analise do
genoma completo da cepa de Brucella abortus S99 (Shome et al. 2014) (Referéncia:
AWTUO00000000.1 Brucella abortus S99) no software BioEdit (Versdo 7.2.5) foram
encontradas 5 copias do gene IS711 e 1 cdpia do gene bcsp3l. Para a pesquisa dos genes
alvos foram utilizadas as seguintes sequéncias:

Tabela 3 — Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas neste estudo para qPCR

Alvo Forward (5’ -3’) | Reverse (5’ -3) Probe (5’ -37) Referéncia
IS711 | GCTTGAAGCTT | GGCCTACCGC | FAM - (Barkallah
GCGGACAGT TGCGAAT AAGCCAACACCC etal. 2014)
GGCCATTATGGT
bcsp3l | GCTCGGTTGCC | GGGTAAAGCG | FAM — (Probert et
AATATCAATGC | TCGCCAGAAG | AAATCTTCCACCTTG | al. 2004)
CCCTTGCCATCA

A mistura de reagdo foi preparada com 12,5uL de PCR Universal Master Mix 2x
(Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos da América), 5,5 L de agua
para PCR contendo uma concentracao final de 300 nM para os primers e 200 nM para probe

e 5uL de controle sintético de Brucella abortus S99 (Amplirun). A reacdo de PCR foi
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realizada no equipamento 7500 Fast Real Time System (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia, Estados Unidos da América) nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a
95°C por 10 minutos, seguidos por 45 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos.
Para os dois alvos foram utilizados os mesmos parametros. As concentragdes de primers e
probes e os pardmetros de reagdo foram otimizados para melhor adequagéo as condicdes do
laboratorio. N&o houve alteracdo nos resultados de Cq em relagéo as condices citadas com
as condigdes determinadas pela referéncia. Desta maneira, optou-se pelas condicGes e
concentragdes adequadas a rotina do laboratério.
Curva Padréo. Para a realizagéo da curva padrdo foi realizada dilui¢do seriada do controle
sintético de B. abortus S99 resultando nas seguintes concentra¢fes por reacdo: 10.000,
1.000, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1 GE de Brucella abortus S99 por reacdo. Para o gene 1S711
estas diluigdes resultaram em 50.000, 5.000, 500, 100, 50, 25, 10 e 5 copias do gene por
reacdo enquanto, para o gene bcsp31 resultaram em 10.000, 1.000, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1
copias do gene por reacdo. Para a determinacdo da curva padrdo foram realizados 3
experimentos independentes em 6 replicatas, resultando em 18 pontos por diluigdo. As
diluicdes foram realizadas antes de cada experimento. A curva padréo foi feita a partir da
regressdo linear de Cq x logio da concentragdo do gene alvo por reagdo, baseada na
determinagdo do numero de copias dos genes 1S711 e bcsp31 na cepa S99 de B. abortus.
Apbs a regressdo linear dos pontos obtidos foram determinados o R? e a equagéo a reta (y =
mx + n):
Cq =slope x log (n) + y-intercept, onde:

e Cq = Ciclo do threshhold

o slope = coeficiente angular da reta

¢ log (n) = logaritmo base 10 do nimero de copias do gene por reacdo

e y-intercept = coeficiente linear da reta
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4.1.1 PARAMETROS AVALIADOS PARA VALIDACAO ANALITICA DOS

GENES IS711 E bcsp31

Os parametros avaliados foram determinados de acordo com Guidelines for validation
of qualitative real-time PCR methods (Broeders et al. 2014) , The MIQE guidelines:
minimum information for publication of quantitative real-time PCR experimente (Bustin et
al. 2009) e A Basic Guide to Real Time PCR in Microbial Diagnostics: Definitions,
Parameters, and Everything (Kralik and Ricchi 2017). Para ambos os genes foram avaliados

0S seguintes parametros:
a) Especificidade

Foi calculada a especificidade in silico utilizando o Basic Local Alignment Search Tool
— BLAST para cada primers e probe utilizando o sendo a busca realizada no Standard
databases — Nucleotide collection (nr/nt) otimizado para Highly similar sequences
(megablast). Foram avaliadas as sequéncias que continham alinhamento significativo. A
especificidade da reacdo também foi avaliada in vitro utilizando DNA extraido de 42 cepas
de ndo Brucella (Anexo 1) nas condigdes citadas anteriormente, incluindo bactérias do
género Ochrobactrum, geneticamente relacionadas ao género Brucella e 5 cepas de Brucella

abortus.

b) Valores Calculados a partir da Curva Padréo

Os seguintes valores foram calculados para cada gene a partir dos dados obtidos a partir
da regresséo linear da curva padréo:
Linearidade: Atraves da regressdo linear da de Cq x log do nimero de copias do gene
alvo/reaco realizada na curva padrio, foi determinado o R? da reta obtida, sendo este, 0

valor de Linearidade do método
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Limite minimo de deteccdo (LODe): Atraves da regresséo linear de Cq x log do nimero de
copias do gene alvo/reacdo realizada na curva padrdo foi considerado o LODe a menor
diluicdo onde houve amplificagdo nos 18 pontos.

Eficiéncia de amplificacdo: Através da determinacéo da equacéo da reta da curva padréo
foi determinado o coeficiente angular (slope). A eficiéncia da reacéo foi determinada atraves
da seguinte formula: Eficiéncia = 10 ¢2/slope)

c) Limite minimo de deteccdo (LODgsos)

Apos a determinagdo da curva padréo, foi realizada a determinacéo do LODgsy, para
cada um dos genes avaliados. Baseado nos resultados encontrados na Sensibilidade — LODe,
foram testadas 60 replicatas da menor diluicdo em que houve amplificagédo nos 18 pontos e
60 replicatas de uma diluicdo acima e uma dilui¢cdo abaixo. O LODgsy foi considerado a

diluicdo onde houve amplificagdo nas 60 replicatas testadas.
d) Preciséo

A precisdo do método foi determinada através da anélise de variag&o intraensaio, avaliando
a reprodutibilidade. Para esta analise, foi calculado o coeficiente de variacdo para cada
diluicdo nos 3 experimentos independentes em 6 replicatas resultando em 18 pontos por
diluicdo. Para a reprodutibilidade, as mesmas condi¢fes de método (pardmetros de PCR,

concentracdo de primers e probes), equipamento e operador foram utilizados.
4.2 EXPERIMENTO DE CONTAMINACAO IN VITRO

Para o estudo de contaminagdo in vitro, foram realizados dois experimentos
independentes utilizando cepa da Brucella abortus isolada de hemocultura previamente
identificada por MALDI-TOF (lonizagdo/Dessorgéo de Matriz Assistida por Laser — Tempo
de Voo) (Vitek MS, bioMerieux Marcy-I'Etoile, Auvergne-Rhone-Alpes, Franca) e por

sequenciamento do gene 16S utilizando o kit MicroSEQ 500 16S rDNA kit (Applied
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Biosystems, Foster City, Califérnia, Estados Unidos da Ameérica). A cepa utilizada,
armazenada congelada a -80°C e reativada a partir do banco de cepas do LACEN/PR, foi
inoculada em agar chocolate e incubada em tensdo de CO> a 37°C por dois dias. Para cada
experimento foram obtidas amostras de sangue de doador saudavel e sem evidéncia
soroldgica de infeccdo prévia por Brucella sp. (sorologia por ELISA para IgM e 1gG nédo
reagente). Apos a coleta de sangue, 2 mL foram transferidos para dois tubos de EDTA para

obteng&o de sangue total e 2 mL para dois tubos com gel separador.

A contaminagdo foi realizada preparando uma suspenséo da cepa de B. abortus descrita
anteriormente com uma concentragido 0,5 da Escala de McFarland, equivalente a 10%
UFC/mL. Desta suspensédo, as amostras de sangue total com EDTA (Amostra 2) e sangue
total sem EDTA (Amostra 3) foram contaminadas com 20uL da suspenséo de B. abortus a
fim de se obter uma concentragdo tedrica de 10° UFC/mL. Paralelamente, foi contaminado
um tubo contendo 2 mL de solucéo salina estéril (Amostra 1), da mesma maneira realizada
com as amostras de sangue. Desta suspensdo de salina estéril, foi realizada cultura
quantitativa a fim de obter o nimero de UFC/mL da suspensdo bacteriana original. As
amostras de sangue contaminadas foram incubadas por 2 horas a 37°C. As amostras de
sangue em tubo de gel separador, apos retragdo do coagulo, foram centrifugadas a fim de
obter o soro. Apos este periodo as amostras foram diluidas na propria matriz para as
seguintes concentragGes teodricas: 10° 104 102 102 10 e 1 UFC/mL. A amostra de salina
contaminada também foi diluida igualmente conforme realizado com as amostras de sangue.
O fluxo de contaminagdo esté apresentado na Imagem 1. Os experimentos de contaminagdo
foram realizados em duplicata. Para as amostras de sangue total e soro, foi utilizada a
amplificacdo do gene humano endégeno RNaseP em uma outra reacdo de qgPCR como
padréo interno para verificacdo da extracéo e possivel carreamento de inibidores. Para todas

as amostras extraidas, obrigatoriamente deve haver amplificagdo do gene RNaseP. O gene
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utilizado para pesquisa de Brucella sp. nas amostras contaminadas in vitro foi o gene IS711,
pois apresentou 0 melhor desempenho na etapa 4.1 - Parametros avaliados para Validagéo
Analitica dos genes IS711 e bcsp31. A diferencga entre sangue total, soro e solucdo salina foi
avaliada através de ANOVA entre os Cq obtidos para cada diluicdo e através de regressdo

probabilistica para cada matriz avaliada.

Figura 1 — Fluxograma de contaminagéo in vitro

Suspensio de Brucella
abortus 10° UFC/mL

Contaminag3o com 20pL

! ! }

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

2mL de Solugdo 2mL de Sangue Total com 2mL de Sangue Total sem
Salina EDTA anticoagulante

Concentragio final teérica de 10° UFC/mL *

Cultura Quantitativa A Incubacdo a 37°C por 2 horas

| }
!

Centrifugacdo

v v 1

Diluigcgo 1:10 das amostras na propria matriz até a concentragdo 1 UFC/mL

v A J 1

1 tubo com 200 pL de 1 tubo com 200 L de cada
da diluics W diluica Elt: 0 d 1 tubo com 200 pL de cada
cada \mulgao para iluigo para Extracdo de diluico para Extracio de DNA
Extracdo de DNA DNA
PADRAO SANGUE TOTAL SORO

* A contagem final em UFC/mL cada tubo serd corrigida a partir dos resultados da cultura quantitativa

4.3 COMPARACAO ENTRE AMOSTRAS CLINICAS

As amostras foram obtidas através da coleta de pacientes ja incluidos no Protocolo de
Manejo Clinico e Vigilancia em Salde para Brucelose Humana no Estado do Parana (22
Edigao). O critério de incluséo nesta etapa foi suspeita clinica de Brucelose de acordo com
a seguinte definicdo de caso: "Febre mais um ou mais sinais e sintomas: suores noturnos,
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artralgia, cefaleia, mialgia, anorexia, fadiga", com ligacdo epidemioldgica com produto ou
animal suspeito para brucelose e coleta pareada de sangue total e soro. Ndo foram incluidos
pacientes com vinculo epidemioldgico ou acidente vacinal, mas assintoméaticos no momento
da coleta da amostra. Os parametros de amplificagcdo por gPCR foram realizados conforme
descrito anteriormente nas etapas 1 e 2. O material genético foi extraido conforme descrito
no item 4.4 Pacientes com suspeita de BH pela primeira vez, bem como pacientes com
recidiva, e aqueles com exposicdo prévia a Brucella (resultados de ELISA positivos para
IgM e IgG contra Brucella) estavam qualificados para participar do estudo. Este estudo foi

aprovado pelo comité de ética da PUCPR (n° 84644718.3.0000.0020)

4.4 EXTRACAO DE DNA

Para todas as etapas onde foi realizada extracdo de DNA foi utilizado o equipamento de
extracdo automatizado MagNAPure 96 (Roche Molecular Biochemicals Indianapolis,
Indiana, Estados Unidos da América). 200 pL foram utilizados para extragdo de DNA
gendmico de acordo com o protocolo para cada tipo de amostra com um volume de elui¢éo
final de 100 pL. A extracdo de acidos nucleicos foi realizada com o kit MagNA Pure 96 DNA
and Viral NA Small Volume Kit. Com o uso deste kit, todos os reagentes necessarios para
extracdo e purificacdo dos &cidos nucleicos j& estdo prontos para uso e, todas as
transferéncias de reagentes/amostras sdo realizadas de maneira automatizada, garantindo

assim, uma melhor reprodutibilidade no processo de extracdo de DNA.

4.5 ANALISES ESTATITICAS

Todas as analises estatisticas empregadas nesse trabalho, como as regressdes das curvas
padrdes, ANOVA e regressdo probabilistica foram realizadas no software IBM SPSS
Statitics (IBM, Versdo 27) e os gréficos, no software Microsoft Excel (Microsoft, Office
365).
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5. RESULTADOS

5.1 ETAPA 1 - VALIDACAO ANALITICA

Especificidade: No alinhamento in silico realizado no BLASTn, houve apenas alinhamento
significativo com a espécies de Brucella para o conjunto de primers e probe, para 0s genes
IS711 e besp31. Para analise in vitro, houve amplificacdo com os 5 isolados de B. abortus
testados e ndo houve amplificagdo com nenhum dos 42 isolados de cepas ndo Brucella,

(Anexo 1)

Curva Padrdo: Para cada gene, a curva padrao foi baseada no nimero de copias por reagao
determinada de acordo com o genoma completo da cepa de referéncia AWTUO00000000.1
Brucella abortus S99. Os gréficos obtidos com a regressdo linear para ambos 0s genes e sua
equacdo linear sdo apresentados na Figura 2. Os valores dos parametros calculados a partir
da curva padréo, linearidade, slope, eficiéncia e sensibilidade (LODs) sdo apresentados na
tabela 3. Para LODs, ndo ha valor especifico que seja aceitavel, mas idealmente deve ser
inferior a 20 copias por reacdo, para garantir a aplicabilidade do método. Desta forma, de
acordo com a distribuicéo Poisson, espera-se que o limite inferior de detecgdo de qPCR seja
de 3 copias por reacdo. Mesmo que seja um valor hipotético, o LOD deve ser um valor
proximo a 3 copias e um valor aplicivel para deteccdo da regido alvo. Para os genes
avaliados o LODs foi considerado aceitdvel, sendo 10 copias por reacdo para 1S711 (igual a
2 GE de Brucella abortus S99) e 20 copias por reacéo parabscp31 (igual a 20 GE de Brucella
abortus S99). A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlagdo na regresséo
linear plotando Cq x logio de copias do gene por reacdo. A linearidade deve cobrir, pelo
menos, uma diluicdo de 6 vezes para cada gene testado. Em nosso estudo, foram utilizadas
9 diluigdes para cada gene, variando de 10.000 cpias até 1 cdpia por reagdo de Brucella
abortus S99. Os valores de linearidade devem ser maiores que 0,98 quando testados em pelo

menos 6 diluicBes. Para a linearidade, os valores foram aceitaveis para os dois genes
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avaliados. O slope da regressdo linear foi usado para calcular a eficiéncia de amplificacéo
da PCR (E). Quando a eficiéncia do PCR é igual a um (ou 100%) significa que a cada ciclo
de PCR o niimero de cdpias de DNA é duplicado. Na prética, a eficiéncia deve estar na faixa
de 80 a120% (ou slope entre -3,9 a -2,9) para qPCR qualitativos. A eficiéncia foi de 99,71%
e 94,92% para 1S711 e bcsp31, respetivamente. A andlise intraensaio do teste foi baseada
nos valores do coeficiente de variagdo (CV) para cada ponto de diluicdo para ambos 0s genes.
N&o ha um valor considerado aceitavel para CV entre as repeticdes, mas em consenso para
gPCR, espera-se que o CV entre as repeticdes seja inferior a 25%. Para cada diluigcdo para
ambos os genes, todos os CV ficaram abaixo de 25%. Os resultados de qPCR da Etapa 1

estdo disponiveis no Apéndice 2.

Figura 2 — Curva Padréo para os Genes 1S711 e bcsp31
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Curva Padrédo gene bcsp31
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Limite de deteccdo (LODgse): Com base nos resultados encontrados na sensibilidade
(LODs), 60 repeticdes das diluicdes 25, 10 e 5 para 0 gene 1S711 e 50, 20, 10 dilui¢bes do
gene bcsp31 foram testadas. A deteccdo percentual do gene 1S711 foi de 100% (CI195% 94—
100) para 25 e 10 copias, mas apenas 71% (Cl195% 59-83) para 5 coOpias. A deteccdo
percentual do gene bcsp31 foi de 100% (C195% 94-100) para 50 e 20 cdpias, mas apenas

78% (C195% 66-88) para 10 copias (tabela 4).

Tabela 4 - Valores aceitaveis para padronizacdo analitica

Parametro Valores Aceitaveis I1S711 bcsp31

(Broeders et al. 2014)

Linearidade >=0,98 0,990 0,995

LODs <=20 GE / reacédo 10 copias / reacdo 20 copias / reagdo
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Eficiéncia

80 -120%

99,71%

94,92%

Especificidade

Sem amplificagéo falso

positivo ou negativo

Sem amplificagéo falso

positivo ou negativo

Sem amplificagéo falso

positivo ou negativo

Precisdo CV <=25% Todas as diluigbes com | Todas as diluicbes com
(IntraEnsaio) CV <25% CV <25%
LOD, Limite de Detec¢do; GE. Equivalentes Gendmicos; CV, Coeficiente de Variagao.
Tabela 5 — Resultados da determinacéo do LODgsg,
LODgse para o gene 1S711
Copias Gene/ reacdo | Testadas | Detectadas | % Detecgéo IC 95%
25 60 60 100% 94,04% - 100%
10 60 60 100% 94,04% - 100%
5 60 43 71,67% 58,56% - 82,55%
LODgse para o gene bcsp31
Copias Gene/ reacdo | Testadas | Detectadas | % Detecgéo IC 95%
50 60 60 100% 94,04% - 100%
20 60 60 100% 94,04% - 100%
10 60 47 78,33% 65,80% - 87,93%

1C95% = Intervalo de Confianca 95%

5.2 ETAPA 2 - ESTUDO DE CONTAMINAGAO IN VITRO

Para qPCR de amostras contaminadas foi selecionado o gene que apresentou 0S

melhores resultados na validacdo analitica. Desta forma, o gene 1S711 foi usado para esta

etapa. Os resultados quantitativos da cultura determinaram a concentragdo em 750.000

UFC/mL de B. abortus, em contraste com o esperado de 1.000.000 UFC/mL, equivalente de

0,5 do padrdo de McFarland. A curva padrdo (figura 3) das amostras contaminadas foi

realizada através da regressdo linear de Cq x logio de 750.000 UFC/mL e suas consequentes

diluicbes 1:10 (8 no total), obtendo a seguinte equacgéo linear para solucdo salina, sangue
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total e soro respetivamente: Cq = - 3,3217 (logio UFC/mL) + 43,705; Cq = - 3,3525 (logzo
UFC/mL) + 44,084; Cq = - 3,2349 (logio UFC/mL) + 47,385. A eficiéncia de amplificacdo
e linearidade foi de 98,72% e 0,990 para sangue total; 104,15% e 0,988 para soro e 100,04%
e 0,989 para solucéo salina. Os resultados da media, CI95% e DP para Cq e percentagem de
detecgdo de 8 pontos por diluicdo séo apresentados no Anexo 3. Para concentragdes 750.000,
75.000, e 7.500 UFC/mL todas as amostras foram detectaveis para as 8 replicatas. Na
concentragdo 750, as 8 replicatas foram detectadas para sangue total e solugéo salina e 5
(62,5%) para soro. Na concentracdo de 75 UFC/mL, 7 (87,5%) foram detectaveis para a
solucgdo salina; 6 (75%) para sangue total e apenas 1 (12,5%) para soro. Em 7,5 UFC/mL, 1
(12,5%) replicata foi detectavel para sangue total, 3 (37,5%) para solucdo salina e nenhuma
para o soro. Encontramos diferenca significativa entre o Cq de todas as dilui¢cdes para sangue
total x soro e para solugdo salina x soro. (p <0,001). N&o foi encontrada diferenca
significativa entre sangue total e solucdo salina. Para estimar o LODgsy das amostras
contaminadas, foi realizada a regressao probabilistica plotando o valor dos probits (com base
em % de deteccdo) x logio UFC/mL. O LODagsy foi estimado em 224 UFC/mL para sangue

total, 3.681 UFC/mL para soro e 146 UFC/mL para solucéo salina (figura 4).

Tabela 6 — Parametros determinados a partir dos resultados da Curva Padréo

Parametros Avaliados Sangue Total Soro Solucéo
Linearidade 0,990 0,988 0,989
slope -3,353 -3,235 -3,322
Eficiéncia de amplificagéo 98,72% 104,15% 100,04%
Fator de amplificagéo 1,99 2,04 2,00
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Figura 3 — Curva Padréo para Amostras Contaminadas — Sangue Total, Soro e
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Tabela 7 — LODgso estimado ap6s Regressao Probabilistica em UFC/mL

Amostra LODgsos Estimado em logio LODgso Estimado em
Contaminada UFC/mL UFC/mL
Sangue Total 2,352 224

Soro 3,566 3681
Solucéo Salina 2,164 146

5.3 ETAPA 3 - VALIDACAO CLINICA DO gPCR

Foram incluidas amostras pareadas de sangue total e soro de 12 pacientes com suspeita
de BH. Todos os pacientes que participaram da fase 3 eram suspeitos de BH pela primeira
vez. Nao houve nenhum paciente onde a suspeita era recidiva ou relapso da doenga. O
periodo médio (dias) entre o inicio dos sintomas e a coleta da amostra foi de 16 dias, sendo
que em 58,3% dos pacientes esse periodo foi superior a 2 semanas e em 25% foi superior a
4 semanas. A amostra de um paciente testou positiva para IgM, mas foi ndo detectavel no
gqPCR em sangue total e em soro utilizando o0 método qPCR ap0s a otimizagéo nas Etapas 1
e 2. Dos 12 pacientes avaliados, houve amplificagdo em 1 amostra (8,3%) de sangue total.
Nenhuma das amostras de soro foi detectavel para Brucella (tabela 6). Todas as reagdes
gPCR foram realizadas em duplicata. No caso da amostra de sangue total positiva ambas as
duplicatas da reacdo foram detectadas, com uma média de Cq de 37. Neste caso, tanto IgM
quanto 1gG foram detectaveis. Para todos os pacientes testados, em todas as amostras de
sangue total e soro houve, amplificagdo do controle interno RNaseP. Os resultados

encontrados na etapa estéo resumidos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Resultado da validag&o clinica do gPCR

Tempo inicio gPCR
IgM 1gG Idade ) Estado de
Paciente | dossintomase | Sangue | gPCR Género Area
ELISA | ELISA (anos) Residéncia
coleta (dias) Total Soro
1 6 ND ND NR NR M 47 Rural PR
2 11 ND ND NR NR M 49 Urbana PR
3 19 ND ND NR NR M 32 Urbana MG
4 36 ND ND NR NR F 50 Rural PR
5 23 ND ND NR NR M 20 Rural PR
6 7 DET ND REG REG M 25 Urbana MG
7 7 ND ND NR NR M 44 Urbana PR
8 30 ND ND NR NR F 33 Rural PR
9 11 ND ND NR NR F 9 Rural PR
10 15 ND ND NR NR M 48 Urbana PR
11 2 ND ND NR NR M 53 Rural PR
12 30 ND ND REG NR M 25 Urbana PR

DET = Detectavel; ND = Ndo Detectavel;, REG=Reagente, NR = N&o Reagente; M = Masculino; F = Feminino
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6. DISCUSSAO

Sequéncia 1S711 esté presente em todas as espécies do género Brucella, mas o nimero
de cdpias do gene varia de acordo com a espécie e até mesmo entre biovares, geralmente
estando presente em 5-8 copias em Brucella abortus e Brucella canis, 7-10 copias em
Brucella melitensis, e 6-13 em Brucella suis, sendo estas a principais espécies associadas a
infeccBes em humanos (Bounaadja et al. 2009). O gene bcsp3l também é altamente
conservado e esté4 presente em todas as espécies deste género, mas apenas uma Unica copia
do gene esta presente no genoma de Brucella spp. (Sohrabi et al. 2014). Diversos protocolos
utilizando estes genes como alvo ja foram descritos (Bounaadja et al. 2009; Sohrabi et al.
2014; Moulana, Hasanjani Roushan, and Marashi 2016; Hull and Schumaker 2018; Probert
et al. 2004), com resultados para especificidade e sensibilidade divergentes entre si, sendo
que alguns protocolos mostraram o gene 1IS711 com melhor sensibilidade (Al Dahouk et al.
2007; Bounaadja et al. 2009). Hipoteticamente, a melhor sensibilidade do gene 1S711 pode
desempenhar um papel importante na detecgdo de Brucella por gPCR devido ao maior
numero de cdpias do gene por célula, e teoricamente, 0 uso de 1IS711 como gene alvo é mais
sensivel do que bcsp31 (Pablo Yagupsky, Morata, and Colmenero 2020). Os resultados da
padronizacdo analitica deste estudo confirmam esta hipdtese, pois o gene IS711 apresentou
tanto um LODs quanto um LODgsy inferior em comparacdo com bcsp31. Esta maior
sensibilidade também foi avaliada em outro estudo usando qPCR para identificagdo de cepas
de Brucella; Bounaadja et. al. também encontraram melhor sensibilidade para o gene 1S711
em comparacao ao gene bcsp31, com uma diferenca no Cq de 0,41 a 5,21 para diferentes
cepas de Brucella (Bounaadja et al. 2009). Em nossos resultados, obtivemos uma diferenca
entre 0s Cq de aproximadamente 3 a 4 no controle sintético, sendo essa uma diferenca que
pode contribuir para um melhor diagnéstico clinico. Em relacdo a especificidade, alguns

primers para de deteccdo o gene bcsp31 apresentam amplificagdo inespecifica para espécie
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intimamente relacionada a Brucella, Ochrobactrum anthropi, (Probert et al. 2004). No
entanto, no presente estudo, nenhuma amplificagéo foi observada em O. anthropi e O.
intermedium com os primers desenhados para bcsp31 e I1S711. A analise dos resultados da
validacdo mostrou que todos os pardmetros analiticos estdo dentro dos limites aceitaveis,
sendo assim, ambos os genes, 1IS711 e bcsp31, podem ser usados para deteccéo de Brucella
baseada em gPCR. No entanto, 1S711 foi escolhido para a fase 2 deste estudo pois teve um
melhor desempenho analitico.

Muitas matrizes diferentes incluindo soro, sangue total, buffy coat, plasma e bidpsias de
tecido foram testados para a deteccéo de Brucella por gPCR. No entanto, até onde sabemos,
ndo ha consenso sobre qual matriz é mais adequada para esta aplicagcdo. De acordo com o
Guia de Referéncia da Brucelose (Exposigdes, Testes e Prevencdo) publicado pelo Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (Center for Disease Control and
Prevention 2017) o melhor tipo de matriz para a deteccdo por PCR ndo esta bem definida.
Quando a fisiopatologia da BH é avaliada, o tipo de matriz mais adequado para detec¢do de
Brucella é melhor compreendido. As espécies de Brucella mostram um alto tropismo para
tecidos especificos, geralmente concentrando-se no sistema fagocitario mononuclear,
incluindo os ganglios linfaticos e baco (Corbel and Moriyon 2006; Olsen and Palmer 2014).
A bacteremia por Brucella geralmente se apresenta como uma carga baixa bacteriana (P.
Yagupsky 1999), e mesmo quando métodos moleculares sdo utilizados, o que inclui a
deteccdo de células bacterianas ndo vidveis ou mortas ou lisadas, a carga de DNA de Brucella
no sangue permanece baixa (Opota, Jaton, and Greub 2015). A baixa carga de DNA de
Brucella no sangue pode ser ainda mais problematica considerando as diferentes fases da
brucelose, por exemplo, casos cronicos ou focais, onde a bacteremia pode ser muito baixa
(Mitka et al. 2007). As amostras de tecido podem ser uma opgao para a detecgéo de Brucella,

mas geralmente essas amostras sdo mais dificeis de obter e geralmente requerem um pré-
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tratamento antes da extracdo de DNA (Zhang et al. 2019). Portanto, as amostras de sangue
periférico seriam uma opcéo melhor para a deteccdo de Brucella por gPCR. Em um estudo
que determinou cargas bacterianas em pacientes com diagnostico prévio de brucelose,
Navarro et. al. descreveram que a carga de DNA de Brucella melitensis em amostras de
sangue total variou de 7-4982 copias por mL (Navarro et al. 2006). A carga de DNA de
Brucella no sangue total é significativamente menor em pacientes com diagnéstico prévio
de brucelose que ndo receberam tratamento antimicrobiano em comparagéo com o observado
em outras causas de infeccdo da corrente sanguinea e, pode ainda, ser inferior ao limite de
deteccdo, mesmo quando se usa metodos de detecgdo molecular altamente sensiveis
(Bacconi et al. 2014; Opota, Jaton, and Greub 2015). Teoricamente, o0 soro seria uma escolha
melhor para uso de métodos moleculares, uma vez que ndo contém anticoagulantes e uma
concentragdo mais baixa de inibidores de PCR; no entanto, no diagndstico de BH, o uso de
soro pode resultar em baixas concentraces de células e /ou DNA de Brucella (Sanjuan-

Jimenez, Colmenero, and Morata 2017).

Zerva et al. descreveram o soro como amostra biolégica mais adequada que o sangue
total para detecgdo de Brucella por PCR, obtendo uma sensibilidade do ensaio em amostras
de soro (94%) maior do que a do sangue total (61%) (Zerva et al. 2001). Além disso, Zerva
et. al. observaram que o sangue total continha alguns inibidores de PCR influenciado na
detecgdo (Zerva et al. 2001); Entretanto, em nosso estudo, a inibicdo da PCR nédo foi
observada durante a analise de eficiéncia, de curvas padrdo ou amplificacdo de RNaseP. Em
contraste, Mitka et. al. determinaram que sangue total e buffy coat eram as melhores matrizes
para deteccdo de BH por PCR e notaram que 0 soro ndo era uma boa matriz para o
acompanhamento pos-tratamento (Mitka et al. 2007). Outro estudo mostrou que em 17
pacientes positivos para cultura de Brucella apenas 11 produziram deteccdo de PCR positiva

em amostras de soro utilizando bcsp31 como gene alvo (sensibilidade do ensaio de 64,7%)
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(Debeaumont, Falconnet, and Maurin 2005). Portanto, na literatura, existem algumas
diferencas em relagdo a amostra ideal para o diagndstico de BH por PCR. Desta maneira,
realizamos o estudo de contaminagdo in vitro. A principal diferenga entre as matrizes
contaminadas foi o limite minimo de detecgdo para a regressdo probit. No sangue total
contaminado detectamos aproximadamente 224 UFC/mL, engquanto no soro detectamos
3.684 UFC/mL na estimativa de 95% LOD apds a regressdo probit. Se basearmos nossa
analise na faixa esperada de cdpias do gene de Brucella por mL de acordo com Navarro et.
al. (Navarro et al. 2006) a deteccdo no soro pode ser problematica, pois em alguns casos a
carga bacteriana pode estar abaixo do limite de deteccéo. A andlise ANOVA dos Cq também

mostrou uma diferencga significativa entre soro e do sangue total

Comparando os resultados da ANOVA de sangue total e soro com o da solugéo salina
foi observada diferenga significativa entre o soro e a solucdo salina, enquanto nenhuma
diferenca foi encontrada entre o sangue total e a solug&o salina, mostrando que todo o inéculo
bacteriano (concentra¢éo contaminada) pode ser detectado no sangue total, mas ndo no soro.
Valores mais baixos de Cq no sangue total podem ser atribuidos & caracteristica intracelular
de Brucella; na andlise de sangue total todo o DNA de Brucella, mesmo dentro dos
leucdcitos é detectavel, enquanto no soro apenas lisado de Brucella ou células extracelulares

estariam presentes apos a centrifugacéo e, portanto, detectaveis.

Em alguns casos, a extracdo de DNA de sangue total pode ser problematica devido ao
transporte de inibidores, mas isso ndo contra indica totalmente o uso desta matriz em PCR
(Al-Soud and Radstrom 2001; Opota, Jaton, and Greub 2015), e esta limitacdo pode ser
facilmente evitada com procedimentos padronizados na coleta, transporte e extracdo de
DNA destas amostras (Al-Soud and Radstrom 2001; Tan and Yiap 2009). Todos os outros
pardmetros avaliados foram aceitaveis para sangue total e soro, mostrando que ndo h4 outra

diferenca entre essas duas matrizes além do limite minimo de deteccdo (conforme discutido).
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Portanto, soro e sangue total podem ser usados para detecgdo de Brucella por gPCR; no
entanto, em alguns casos, o soro pode dar resultados falsos negativos devido a baixa carga

de Brucella na corrente sanguinea.

As diferencas no desempenho analitico entre soro e sangue total observada nas amostras
contaminadas também foram avaliadas em amostras clinicas de pacientes com suspeita de
BH, a fim de determinar se essas diferencas poderiam afetar o diagndstico laboratorial de
BH por PCR. Na anélise de amostras de 12 pacientes clinicos com suspeita de BH, a detec¢éo
de gPCR usando sangue total melhorou o diagndstico em um caso. Para esta amostra
positiva, ambas as replicatas foram positivas, embora com altos valores de Cq (média de 37),

0 que pode ser atribuido a baixa carga de DNA de Brucella na corrente sanguinea.

Ap6s a implementagdo de gPCR no soro em nosso laboratério em 2016, o percentual de
testes positivos de pacientes com suspeita de BH tem sido baixo, com apenas 1,97%
(26/1318) das amostras positivas. No periodo 2016-2019, apenas 22 amostras foram
positivas para BH em 2016 (n = 366), com duas amostras positivas em 2017 (n = 330), uma
em 2018 (n = 317) e uma em 2019 (n = 305). No mesmo periodo, o percentual de amostras
positivas analisadas por méetodo soroldgico (IgM reagente por ELISA conforme critérios de
identificacdo laboratorial preconizado pelo protocolo do Estado do Parana para BH) (Tuon
etal. 2017)) foi de 10,01% (127/1227), apresentando quase a mesma taxa ano a ano. Quando
analisamos os resultados de amostras clinicas de sangue total, mesmo com apenas uma
amostra positiva em 12 pacientes, isso leva a um possivel aumento no diagnéstico de BH
por gPCR. Mas, este apenas um caso positivo em gPCR em sangue total poderia melhorar
os casos de BH confirmados em laboratério se considerdssemos todas as amostras

processadas.

Nossos resultados mostraram que o sangue total € melhor do que o soro para a detec¢do

do DNA de Brucella, uma questdo importante para melhorar o diagnéstico de BH. Possiveis
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problemas encontrados com sangue total para gPCR podem ser facilmente resolvidos com
protocolos padronizados (Tan and Yiap 2009). Os dados da analise de amostras
contaminadas in vitro mostraram que, em compara¢do com o soro, 0 sangue total contém

uma carga de DNA de Brucella maior e isso pode melhorar o diagnéstico por qPCR.

Um dos grandes desafios no diagnéstico de BH é o tempo entre o inicio dos sintomas e
a coleta da amostra, que na maioria dos casos é de mais de 2 semanas, momento em que a
carga de Brucella na corrente sanguinea pode estar muito baixa ou ausente. Na fase 3 deste
estudo, o tempo médio entre a coleta da amostra e o inicio dos sintomas foi de 16 dias;
superior a duas semanas em 58,3% dos pacientes e mais de quatro semanas em 25% dos
pacientes. Este tempo prolongado pode afetar a sensibilidade gPCR, no entanto, quando a
carga de DNA de Brucella é baixa, o uso de sangue total pode minimizar esta diminuicdo

associada na sensibilidade (Hull and Schumaker 2018).
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7. CONCLUSAO

O método de gPCR utilizando o gene 1S711 como alvo demonstrou ser uma ferramenta
atil para o diagnostico de BH em pacientes suspeitos, com o potencial de ser aplicado
clinicamente, apresentando um limite minimo de detec¢do menor que o gene bcsp31 (10 x
20 copias por reagdo). O sangue total mostrou ser uma amostra clinica mais adequada para
o diagndstico laboratorial no ensaio de contaminacéo in vitro, apresentando um limite de
detecgdo menor que o soro, com uma diferenga significativa entre os resultados de Cq,
mostrando uma possivel carga bacteriana maior em amostras de sangue total. Este efeito
também pode ser observado na coleta de amostra clinica pareada, onde das 12 coletas, 1
amostra de sangue total apresentou resultado detectavel e nenhuma amostra de soro foi
detectavel. Além disso, nenhum um tipo de inibicdo de PCR foi observado nas amostras de
sangue total. O soro ndo é uma amostra clinica totalmente contraindicada para os métodos

moleculares, mas é uma amostra mais susceptivel a resultados falso-negativos.

A maior limitacdo deste estudo foi a impossibilidade de obtencéo e realizagdo de
hemocultura, método padréo-ouro para o diagndstico laboratorial de BH. Desta maneira, ndo
foi possivel avaliar se algum dos resultados obtidos s&o falso-positivo ou falso-negativo, e

consequentemente, avaliar a especificidade e sensibilidade dos métodos utilizados.

45



8. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho ainda estd em andamento e pretendemos ser capazes de detectar B. abortus
e B. melitensis, as principais causas da BH, diretamente em amostras clinicas, e esperamos
que uma maior carga de DNA no sangue total possa permitir a identificacdo direta de

espécies em amostras clinicas, assim como identificacdo do género.

O artigo cientifico resultante deste trabalho foi submetido para a revista Journal of
Microbiological Methods em dezembro de 2020 e publicado no dia 27 de fevereiro de 2021
com o titulo “Comparative study of 1S711 and bcsp31-based polymerase chain reaction
(PCR) for the diagnosis of human brucellosis in whole blood and serum samples” com o

DOI 10.1016/j.mimet.2021.106182.
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10. APENDICES

10. 1 - BACTERIAS UTILIZADAS PARA ESPECIFICIDADE IN VITRO

Acinetobacter baumannii

Escherichia coli

Pasteurella multocida

Achromobacter xylosoxidans

Escherichia coli 0157

Proteus mirabilis

Aeromonas hydrophila

Aggregatiobacter aphrofilus

Pseudomonas aeruginosa

Agrobacterium (Rhizibium) radiobacter

Haemophilus influenzae

Ralstonia manitolillytica

Burkholderia cepacia complexo

Haemophilus parahaemolyticus

Salmonella enterica

Campylobacter jejuni

Klebsiella oxytoca

Serratia marcescens

Chryseobacterium gleum

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Chryseobacterium indologenes

Listeria monocytogenes

Stenotrophomonas maltophilia

Citrobacter freundii

Moraxella catharrhalis

Streptococcus pneumoniae

Eikinella corrodens

Morganella morganii

Streptococcus pyogenes

Elizabethkingia meningoseptica

Mycobacterium tuberculosis

Vibrio cholerae

Enterobacter (Klebsiella) aerogenes

Neisseria meningitidis

Vibrio vulnificus

Enterobacter cloacae complexo

Ochrobactrum anthropi

Vibrio parahaemolyticus

Enterococcus faecalis

Ochrobactrum intermedium

Yersinia enterocolitica

10.2 - RESULTADOS DA PADRONIZACAO DA gPCR -ETAPA 1

1IS711
Copias 1S711 /reacéo Testes Detectaveis Meédia C,DP Cv *
50.000 6X3 18 23.725 0.088 2.60%
5.000 6X3 18 27.118 0.106 5.68%
500 6X3 18 30.501 0.123 6.90%
250 6x3 18 31.470 0.226 2.73%
10 6x3 18 32.763 0.208 8.61%
50 6X3 18 33.807 0.317 14.26%
25 6X3 18 34.713 0.305 16.45%
10 6X3 18 36.092 0.624 18.66%
5 6X3 16 37.070 0.975 14.16%
bcsp31
Copias bcsp31 /reacdo Testes Detectaveis Média C,DP Cv *
10.000 6X3 18 27.109 0.095 2.92%




1.000 6X3 18 30.601 0.132 6.70%
100 6X3 18 34.070 0.251 16.78%
50 6x3 18 35.052 0.304 16.36%
20 6x3 18 36.274 0.447 3.89%
10 6X3 13 37.335 0.452 16.59%
5 6X3 8 38.506 0.267 18.37%
2 6 X3 5 40.347 0.474 19.35%
1 6X3 0 - - -
* Calculado ap6s transformagéo do Cq em copias por reagédo baseado na curva padréo
DP= Desvio Padrdo; CV = Coeficiente de Variacdo

10.3 - RESULTADO DO ESTUDO DE CONTAMINACAO IN VITRO - ETAPA 2

Resultados dos Valores Obtidos para Sangue Total

UFC/mL logio Média SD Cq 1C 95% Detectados (n=8) | % Detecg¢do
750000 5,875 24,045 0,117 | 23,947 | 24,142 8 100,0%
75000 4,875 27,666 0,417 | 27,318 | 28,015 8 100,0%
7500 3,875 31,749 0,249 | 31,541 | 31,957 8 100,0%
750 2,875 34,568 0,323 | 34,290 | 34,832 8 100,0%
75 1,875 37,557 0,250 | 37,295 | 37,819 6 75,0%
7,5 0,875 39,780 1 12,5%

Resultados dos Valores Obtidos para Soro

UFC/mL logio Média SD Cq 1C 95% Detectados (n=8) | % Detecg¢do
750000 5,875 28,181 0,088 | 28,107 | 28,253 8 100,0%
75000 4,875 31,888 0,240 | 31,687 | 32,089 8 100,0%
7500 3,875 34,735 0,244 | 34,531 | 34,939 8 100,0%
750 2,875 38,416 0,378 | 37,946 | 38,886 5 62,5%
75 1,875 39,991 1 12,5%

7,5 0,875 ND 0
Resultados dos Valores Obtidos para Solugéo Salina

UFC/mL logio Média SD Cq 1C 95% Detectados (n=8) | % Deteccao
750000 5,875 23,993 0,060 | 23,944 | 24,043 8 100,0%
75000 4,875 27,315 0,050 | 27,273 | 27,356 8 100,0%
7500 3,875 31,748 0,249 | 31,539 | 31,956 8 100,0%
750 2,875 34,116 0,299 | 33,866 | 34,366 8 100,0%
75 1,875 37,925 0,708 | 37,270 | 38,579 7 87,5%
7,5 0,875 39,612 0,468 | 38,449 | 40,775 3 37,5%




