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RESUMO

As infeccbes sexualmente transmissiveis causadas por Chlamydia trachomatis e
Neisseria gonorrhoeae tem se tornado um problema crescente em saude publica. A
Clamidia e a gonorreia, séo consideradas doencas que podem acometer ambos o0s
sexos, em individuos sexualmente ativos, principalmente jovens. Mesmo apés a
contaminacdo causada por esses patdogenos, muitas mulheres permanecem
assintométicas, dificultando o diagndstico e o tratamento adequado. O isolamente
em meio de cultura, utilizado no diagnéstico laboratorial tem sido considerado
“padrao-ouro”, no entanto, a detec¢cdo do material genético por técnicas de PCR e
PCR em tempo real (qQPCR), € mais sensivel e especifica. O objetivo deste estudo
foi padronizar um sistema de gPCR multiplex como método de deteccdo das
bactérias Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae, em mulheres
sintomaticas e assintomaticas, atendidas na Fundacgdo Alfredo da Matta. Foram
coletadas amostras endocervicais, utilizando escova endocervical do Kit DNA Hybrid
Capture 2HPV e CT/GC, de 179 pacientes do sexo feminino, acima de 18 anos,
divididas em dois grupos, um com sintomas sugestivos de clamidia e gonorreia, e
outro com mulheres assintoméaticas cujos parceiros apresentaram corrimento uretral.
Para a extracdo de DNA, utilizou-se o Kit Dneasy Blood & Tissue (QIAGEN), seguida
da padronizacdo de reacao da técnica de PCR em tempo real multiplex. Os limites
de deteccédo do ensaio obtidos na curva padréo realizada, foram: Ct (cycle threshold)
de 35,7 para C.trachomatis, correspondendo a um limite de de 14,2 cépias do DNA
alvo e Ct de 36,6 para N.gonorrhoeae, correspondendo a um limite de de 22,6
copias do DNA alvo. Para a avaliacdo do desempenho desse ensaio gPCR multiplex
in house utilizou-se um painel de amostras de DNA analisadas por Kit comercial
(LightCycler multiplex DNA master, da Roche Life Science). Esse painel consistia em
amostras positivas para N.gonorrhoeae, positivas para C.trachomatis e negativas
para ambas. A sensibilidade observada para o ensaio foi de 92,5% e 100% e a
especificidade de 100% e 94,4% para C.trachomatis e N.gonorrhoeae,
respectivamente. Neste contexto, o teste de qPCR multiplex in house, apresentou
uma otima eficacia no rastreamento das infec¢des causadas por estas IST, sendo
capaz de detectar a presenca dos patdégenos, em individuos independente dos
sinais e sintomas. Devido o desempenho do teste, sugere-se a adocdo desta
metodologia na rotina de diagnéstico clinico-laboratorial da clinica de IST da FUAM.

Palavras chave: C.trachomatis, N. gonorrhoeae, diagostico molecular, sensibilidade
e especificidade.

ABSTRACT
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Sexually transmitted infections caused by Chlamydia trachomatis and Neisseria
gonorrhoeae, have become an increasing problem in public health. Chlamydia and
gonorrhea are considered diseases that can affect both sexes, in sexually active
individuals, especially young people. Even after contamination caused by these
pathogens, many women remain asymptomatic, making diagnosis and proper
treatment difficult. The isolation in culture medium, used in the laboratory diagnosis
has been considered “gold standard”, however, the detection of genetic material by
PCR and PCR techniques in real time (QPCR), is more sensitive and specific. The
objective of this study was to standardize a multiplex gPCR system as a method of
detecting the bacteria Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae, in
symptomatic and asymptomatic women, attended at Fundacdo Alfredo da Matta.
Endocervical samples were collected using the DNA Hybrid Capture 2HPV and CT /
GC endocervical brush from 179 female patients, over 18 years old, divided into two
groups, one with symptoms suggestive of chlamydia and gonorrhea, and the other
with asymptomatic women whose partners had urethral discharge. For DNA
extraction, the Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) was used, followed by the
reaction standardization of the multiplex real-time PCR technique. The detection
limits of the assay obtained in the standard curve performed were: Ct (cycle
threshold) of 35.7 for C. trachomatis, corresponding to a limit of 14.2 copies of the
target DNA and Ct of 36.6 for N. gonorrhoeae, corresponding to a limit of 22.6 copies
of the target DNA. To assess the performance of this in house multiplex gPCR assay,
a panel of DNA samples analyzed by a commercial kit (LightCycler multiplex DNA
master, from Roche Life Science) was used. This panel consisted of samples positive
for N.gonorrhoeae, positive for C. trachomatis and negative for both. The sensitivity
observed for the assay was 92.5% and 100% and the specificity was 100% and
94.4% for C. trachomatis and N.gonorrhoeae, respectively. In this context, the in
house multiplex gPCR test showed excellent efficacy in tracking infections caused by
these STIs, being able to detect the presence of pathogens, in individuals regardless
of signs and symptoms. Due to the performance of the test, it is suggested the
adoption of this methodology in the routine of clinical-laboratory diagnosis of the STI
clinic of FUAM.

Keywords: C.trachomatis, N. gonorrhoeae, molecular diagnosis, sensitivity and

specificity.
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RESUMO LEIGO

As infeccbes sexualmente transmissiveis (IST), séo infec¢Bes causadas por virus,
bactérias ou outros microorganismos e transmitidas principalmente por meio do
contato sexual (oral, vaginal e anal) sem o uso de preservativo. A clamidia e a
gonorreia séo infec¢cdes causadas pelas bactérias Chlamydia trachomatis e
Neisseria  gonorrhoeae, respectivamente. S&o infec¢cbes  encontradas
frequentemente em centros de referéncia, podendo afetar ambos os sexos, além de
serem transmitidas da méae para o feto. Nas mulheres, se apresentam de forma
assintomatica, podendo propagar ainda mais a infeccdo para outras pessoas.
Quando sintomaticas, podem apresentar corrimento vaginal, desconforto abdominal,
dor ao urinar, anormalidades no ciclo menstrual e outras complicacées. Nos homens,
pode provocar sintomas como: dor ao urinar, secre¢ao purulenta (com pus), ardéncia
e vermelhidao/inflamacédo. O tratamento de ambas infec¢cdes € realizado com
antibiéticos, no entanto, quando nao tratadas precocemente, podem apresentar
diversas complicacdes. As complicacbes que mais acometem mulheres por
C.trachomatis e N.gonorrhoeae, sdo doenca inflamatdria pélvica (DIP) e infertilidade,
podendo provocar dores abdominais, corrimento vaginal e sangramento irregular.
Por esse motivo, este estudo teve por objetivo padronizar um teste molecular eficaz,
com o intuito de auxiliar os profissionais da saude, no diagndstico dessas infeccdes
em mulheres, ja que na maioria dos casos elas ndo apresentam sintomas da
infeccdo. Para a realizacdo do estudo, foram utilizadas 178 amostras de mulheres
com idade entre 18-56 anos, que fizeram atendimento no setor de IST da FUAM. O
teste molecular gPCR multiplex in house, apresentou resultados satisfatorios,
capazes de detectar as bactérias C.trachomatis e N.gonorrhoeae ao mesmo tempo,
e dessa forma, contribui no diagndéstico e tratamento precoce, reduzindo a
transmissao dessas doencas.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos

No ano de 1991, a Organizacdo Mundial de Salude (OMS), aderiu ao método
de abordagem sindrébmica para diagnéstico clinico de Doencas Sexualmente
Transmissiveis (DST) em paises em desenvolvimento, com intuito de observar os
sinais e sintomas e o tratamento imediato destes individuos (1). Desde 1993, esta
recomendacdo é utilizada no Brasil, pelo Programa Nacional de Controle de DST (2).
Fazem parte dos quadros sindromicos: corrimentos uretrais, cervicais e vaginais,
Ulceras genitais, verruga genital e dor pélvica (3). No ano de 2016, o Ministério da
Saude substituiu o termo Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) por Infecgbes

Sexualmente Transmissiveis (IST), devido ao aumento de individuos assintomaticos

(4).

Conforme a OMS, mais de 1 milh&o de infeccbes sexualmente transmissiveis
sdo diagnosticadas diariamente (5). A cada ano, estima-se que 500 milhdes de
individuos sejam infectados por herpes virus simples (HSV), 156 milhdes por
Trichomonas vaginalis, 127 milhdes por Chlamydia trachomatis, 87 milhdes por
Neisseria gonorrhoeae, e 6,3 milhdes por Treponema pallidum (6). Nas IST, h&a
diversos tipos de agentes etioldgicos, porém, as quatro infeccbes curaveis mais
comuns sdo: Chlamydia trachomatis (clamidia), Neisseria gonorrhoeae (gonorreia),

Treponema pallidum (sifilis) e Trichomonas vaginalis (tricomoniase) (7).

De acordo com Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
Estados Unidos da América (EUA), jovens sexualmente ativos com 15 a 24 anos,
correspondem a mais de 20 milhdes de casos novos diagnosticados com IST, sendo
53% infectados por gonorreia e 65% por clamidia (8). No entanto, a prevaléncia de
clamidia nesses jovens, é trés vezes maior que o acometimento em individuos entre
25 a 39 anos (9).

No ano de 2018, foram notificados 583.405 casos de gonorreia nos EUA, o
gue corresponde em uma taxa de 179 casos por 100.000 habitantes, diferentemente



da clamidia, que obteve um total de 1.758.668 infectados, e um total de 539 casos
por 100.000 habitantes (10). O rastreamento de C.trachomatis e N.gonorrhoeae, na
Europa, em 2017-2018, foram de 409.646 e 100.673 casos respectivamente (11).

Pode-se dizer que 70 a 80% das mulheres infectadas pelos agentes
etiologicos C.trachomatis e N.gonorrhoeae sao assintomaticas, e quando néao
diagnosticadas e tratadas precocemente, apresentam um impacto negativo para a
saude reprodutiva da mulher (12,13). A promiscuidade sexual e auséncia de
preservativos sao um dos fatores para o surgimento destas infeccfes, além de se
tornarem mais vulneraveis para contrair outras IST, especialmente o Virus da

Imunodeficiéncia Humana (HIV) (12-14).

De acordo com estudos epidemioldgicos realizados na populagéo brasileira,
entre 2000 a 2014, as prevaléncias encontradas de C.trachomatis e N.gonorrhoeae,
variaram de 11 a 31% (15-17) e 1,4 a 7,1%, respectivamente (13,18). O aumento do
namero de infec¢Bes identificadas e reportadas, foram atribuidos pelo surgimento de
novos métodos de rastreio, sendo capazes de detectar os agentes etioldégicos em
individuos que ndo apresentam sinais e sintomas (8,9). Com isso, embora a maior
taxa de prevaléncia ocorra no sexo feminino, ainda ha mulheres em situacdo de
risco que nao realizam exames laboratoriais periodicamente para deteccdo desses
agentes (19). No Brasil, ndo ha notificagdo compulséria de casos com clamidia e
gonorreia, no entanto, a prevaléncia de uma populacdo especifica, pode ser
encontrada em centros de referéncia ou em estudos isolados (7).

As IST representam um grande agravo a saude publica e contribuem para o
aumento da morbidade e mortalidade materna e infantil, além de representarem um
estigma associado a culpa e discriminacdo que podem levar a sérios problemas
psicologicos (20). A forma de transmisséo das infec¢des sexualmente transmissiveis
ocorre por meio do contato sexual desprotegido, seja ele vaginal, anal ou oral,
podendo causar infecgdes cronicas, como: amigdalite, retite ou ainda a transmissao
da mae para o feto (21). A variacao de parceiros sexuais, 0 Sexo sem protecéo e a
auséncia de acesso aos servicos de saude publica, podem agravar ainda mais a

saude dos infectados (7,20).



Segundo uma pesquisa nacional de saude, em Manaus, Amazonas, 40,5%
dos estudantes do 9° do ensino fundamental tém vida sexual ativa, destes, 85,9%
receberam orientacdo na escola sobre a AIDS e outras infeccdes, e 72,9% sobre a
importancia do uso do preservativo (22). Visto isso, € necessario realizar acdes que
possam contribuir para o0 aumento de informagfes, mediante a incentivos de
mudancas de comportamentos sexuais, uma vez que a melhor forma de prevencgao

contra qualquer IST, seja o uso de preservartivos (23).

O ambulatério de Infecgcdes Sexualmente Transmissiveis (IST), da Fundacéo
Alfredo da Matta (FUAM), atende regularmente pacientes suspeitos de infec¢ao por
N.gonorrhoeae e/ou C.trachomatis. No grafico 1, € possivel observar a evolucao do
namero de casos diagnosticados no periodo de 2005 a 2018, destacando-se um
aumento de notificagcbes no ano de 2013 e um decréscimo nos anos seguintes,

entretanto € importante salientar que houve uma menor quantidade de testes

realizados neste periodo, em decorréncia da escassez de recursos do servico.

Gréfico 1 - Notificacdo de casos de pacientes infectados com clamidia e
gonorreia na Fundacéao Alfredo da Matta, no periodo de 2005 a 2018
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O tratamento para clamidia e gonorreia, € geralmente baseado nos sinais e
sintomas clinicos do paciente, no entanto, dado o elevado percentual de casos
assintomaticos, é fundamental a implementacédo de testes diagndsticos com maior

sensibilidade, como é o caso dos NAATs (Técnicas de Amplificacdo de Acidos



Nucléicos) na rotina dos servi¢cos de saude e dentre eles a FUAM, que possui uma

clinica de IST bem estruturada (24).
1.2 Chlamydia trachomatis

1.2.1 Biologia e fatores de viruléncia

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria gram-negativa, intracelular
obrigatéria, incapaz de sintetizar adenosina tri-fosfato (ATP) e o ciclo de
desenvolvimento da bactéria descrito na figura 1, possui duas formas distintas:

Corpusculo Reticular (CR) e o Corpusculo Elementar (CE) (25,26).

Forma infecciosa

Corpo elementar N Forma replicativa
' Célula J
. epitelial 4

@ / Corpo reticulado
E o\ & ;;\ /,/ y S B
y s ®

Lise da célula

Diviséo Binaria e .

Figura 1 - Ciclo de vida Chlamydia trachomatis. Inicialmente, quando o CE entra na
célula epitelial fagocitica do hospedeiro, apresenta-se na forma infecciosa,
metabolicamente inativa, formando vacuolos citoplasmaticos (Figura 1A), apos
aproximadamente oito horas da entrada da célula, diferenciam-se em CR, tornando-
se metabolicamente ativo, replicativo e nao infeccioso (Figura 1B). Os CR (Figura
1C), se reproduzem por divisdo binaria junto aos vacuolos ligados a membrana e
sdo organizados novamente em CE (Figura 1D). Devido a intensa multiplicacédo
intracelular, ocorrera o rompimento da célula e do vacuolo, liberando numerosos CE



para infeccdo de novas células (Figura 1E), reiniciando o ciclo biolégico da clamidia
(27).

Fonte: Adaptado Walter E. Stamm (28).

As diversas espécies de clamidia, podem ser sorologicamente diferenciadas
por meio da proteina principal da membrana externa, conhecida como Major outer
membrane protein (MOMP) (29). Na parte interna, contém trés proteinas, que estdo
associadas a viruléncia e envolvidas na adesao a célula hospedeira, que sao: small
cysteine-rich outer membrane protein (OmcA), outer membrane complex protein B
(OmcB) e polymorphic membrane proteins (Pmps) (30). As cepas da espécie
C.trachomatis, podem ser identificadas por anticorpos monoclonais em até 18
sorotipos distinguiveis de doencas associadas a ela e a infeccdo por tracoma esta
relacionado com: A, B, Ba e C; a oculo-genital (ndo tracomosa) corresponde ao B, C,
D, E, F, G e K; e nas infeccbes causadas por linfogranuloma venéreo (LGV) os
sorotipos sao L1, L2, L3 (31).

Os plasmideos, sdo pequenos segmentos de acidos desoxirribonucleico
(DNA) extra cromossOmico circular, que possui a capacidade de se replicar
independentemente, dessa maneira uma bactéria pode conter um ou mais
plasmideo criptico (32). Em sua maioria, os plasmideos sdo responsaveis por
fornecer capacidades adaptativas aos organismos e podem ter diferentes funcdes
como: resisténcia medicamentosa (plasmideo de resisténcia), producdo da sintese
de colicinas (inibidores da bactéria (plasmideo col)), producdo de enzimas
degenerativas (plasmideo de degradacao), causadores de infec¢des (plasmideo de

viruléncia), além de serem utilizados para fins de diagndsticos (25).

A C.trachomatis contém um genoma de 1.042.519 pb (pares de bases) e um
plasmideo criptico com 7.493 pb. No entanto, segundo estudos realizados na
Suécia, uma delecdo de 377 pb no plasmideo, estava impedindo a detecgcdo da
bactéria pelo teste Abbott RealTime m2000 CT/NG (Abbott Molecular Inc. Des
Plaines, lllinois) (24,33-35).



1.2.2 Manifestacdes clinicas

As manifestacfes clinicas s8o baseadas nos sinais e sintomas, podendo
apresentar: corrimento cervical, disuria, odor, prurido, dispareunia, ou sangramento
apos as relacdes sexuais (36). A gravidade da infeccao varia de acordo com o curso
da doenca, podendo ser encontrado complicacdes ainda mais graves em mulheres
assintométicas, como a gravidez ectdpica (7,37). Em relacdo aos episoédios
sucessivos de infeccdo, é provavel que o risco das pacientes desenvolverem
sequelas sejam altas, sendo responsavel pelo surgimento de artrite reativa, com
sintomas de uretrite, artrite, uveite, lesdes de pele e membranas mucosas, além dos

episodios recorrentes (21,38).

No entanto, a complicacdo mais comum vista em mulheres infectadas com
clamidia é a doenca inflamatoéria pélvica (DIP) (37). Nos Estados Unidos, o total do
tratamento da DIP e as demais complicacGes associadas a bactéria C.trachomatis,
teve um custo de aproximadamente US $3202, por paciente. No Brasil, a maior parte
do servico publico de saude, ndo oferece o diagnéstico molecular como rotina,

dificultando o diagndstico precoce e o tratamento adequado (39).

Nas gestantes, a infeccao por C.trachomatis pode causar problemas como
parto precoce, morte neonatal e doenca inflamatéria pds-parto. A infeccdo por
exposicao perinatal surge da transmissdo vertical, durante o trabalho de parto
através da mae infectada para o recém-nascido. Porém, na maioria dos casos, este
tipo de transmissdo apresenta baixo risco, podendo também estar associada com
conjuntivite de inclusédo, desenvolvida duas semanas ap0s 0 nascimento do neonato

e quando nao tratados, pode haver o surgimento de pneumonia (38,40).

Sintomas como: febre, cefaleia e prostracdo, surgem apoés a infeccao causada
por C. trachomatis e podem envolver os linfonodos cerca de 2 a 6 semanas apdés as
lesBes iniciais (40). As mulheres que praticam o coito anal sem o uso de
preservativo, podem desenvolver manifestacbes por proctite hemorragica ou
proctocolite, dor, prurido anal, constipacao intestinal ou diarreia, secrecdo mucoide

sanguinolenta ou mucopurulenta (20).



A persisténcia da C.trachomatis pode favorecer a entrada do Papilomavirus
humano (HPV), e consequentemente desenvolver a neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC) por meio das heat shoch proteins (HSP60), assim como outras alteracbes
celulares em mulheres que ja possuem uma infec¢do por HPV (41,42). As proteinas
sintetizadas pela C.trachomatis, apresentam acédo anti-apoptética quando ocorrem
infeccao persistente, provocando danos ao DNA do hospedeiro, alterando a resposta

na reparacao do DNA, ocasionando a proliferacao celular (43).

1.2.3 Tratamento

Segundo o Ministério da Saude, uma variedade de agentes antimicrobianos &
utiizada no tratamento de infeccdo por clamidia, dentre eles, destaca-se a
azitromicina 1g, apontada como o tratamento de primeira escolha, administrada em
dose unica (7). No entanto, em casos de resisténcia antimicrobiana, utiliza-se como
segunda opc¢do o uso de um dos medicamentos: eritromicina 500mg ou ofloxacina
400mg por 7 dias. Se mesmo apos a utilizacdo dos antibioticos, o paciente continuar
apresentando sintomas, € necessario investigar a presenca de transmissdo
persistente do contato e o parceiro, e considerar a presenga de outros agentes
etiologicos como: Mycoplasma spp., Ureaplasma spp. ou Trichomonas vaginalis
(23). Apos o diagnostico, o profissional de saude deve instruir o paciente a convidar
seus parceiros sexuais dos ultimos 60 dias, para avaliacao, testagem, orientacdes e

tratamento, afim de se obter um controle efetivo da transmisséo da doenca (44).

1.3 Neisseria gonorrhoeae

1.3.1 Biologia e fatores de viruléncia

A Neisseria gonorrhoeae é uma bactéria gram negativa intracelular,
anaerobia, encapsulada e ndo formadora de esporos. Apresenta uma forma
levemente concava adjacente e possui envelope celular contendo uma membrana
externa com lipossacarideos, parede celular de peptioglicanos, e membrana

citoplasmatica interna (20). Os principais fatores de viruléncia, estdo presentes nas



estruturas extracelulares multifuncionais, como o pili ou fimbrias, responsavel pela

adeséao gonocécica ao epitélio do hospedeiro (45).

O genoma da bactéria N.gonorrhoeae que corresponde a cepa NCCP11945,
consiste em um Unico cromossomo circular contendo 2.232.025 pb e um plasmideo
criptico de 4.153 pb, com codificacdo estimada de 87% em todo 0 genoma e com
conteudo de G+C de 52,4%, semelhantes a sequéncia da cepa conhecida FA1090,
0 que corresponde a 54 genes de acido ribonucleico transportador (tRNAs) e quatro
copias dos operons de &cido ribonucleico ribossdémico (rRNAS) (46).

O lipoligossacarideo (LOS) desencadeia o0 mecanismo de patogenicidade e
uma intensa resposta inflamatoria, com liberacdo do fator de necrose tumoral (TNF).
Este mediador é responsavel pelo recrutamento de células epiteliais, contribuindo na
inflamagéo e liberagcdo de outras citocinas, como a interleucina-8, até o
aparecimento dos sinais e sintomas. Diversas estruturas que estao presente nas
células bacterianas também fazem parte da adesdo da membrana externa de

N.gonorrhoeae, como as proteinas Por b (porinas) e Opa (45,47).

As porinas A (porA) e B (porB) estdo presentes na membrana externa da
espécie N. meningitidis, no entanto foram identificados em diferentes cepas, isolados
clinicos de N. gonorrhoeae a presenca do pseudogene porA eventualmente usado
para analises filogenética (48,49). Diversas sequéncias de genes foram avaliadas
para identificacdo por PCR da N.gonorrhoeae como o: cppB (plasmideo criptico),
opA, orfl, 16S rRNA e DNA da citosina de metiltransferase (50,51). No entanto, os
resultados dos genes estudados apontaram reagdo cruzada com espécies
comensais de Neisseria. Unemo et al. (2005), verificou que o pseudogene porA
apresentou baixo nivel de polimorfismo em isolados clinicos e cepas de referéncia,
além de ndo ser identificado em outras espécies de Neisseria, 0 que pode confirmar

gue o porA é um excelente alvo genético para deteccdo de N.gonorrhoeae,
realizados pelos NAATSs (48).



1.3.2 Manifestacdes clinicas

O periodo de incubacdo ocorre em média de dez dias apds a relacdo sem
protecdo e o quadro clinico da doenca pode apresentar cervicite, uretrite, corrimento
vaginal com a presenca ou nao de exsudato cervical purulento, disuria e
sangramento intermenstrual (52). Embora, a sintomatologia em 90% dos homens
seja de disuria e exsudato purulento, nas mulheres a porcentagem da auséncia dos
sintomas sugestivos de N.gonorrhoeae varia entre 50 a 80% (53). A dor pélvica ou
abdominal pode esta associada a salpingite aguda, causadora mais comum de
infertiidade em mulheres infectadas por N. gonorrhoeae, acomentendo 10% das

pacientes(54).

A principal complicagdo encontrada na mulher infectada e néo
adequadamente tratada por N.gonorrhoeae € a infertilidade. A falta de cuidados
adequados favorecem a evolucao para casos mais graves, como, anorretite, ofaltmia
neonatal e faringite gonocdcica, adquirida por meio orogenital (14). Entre 0,5 a 3%
das pacientes do sexo feminino infectadas podem vir a desencadear a infeccao
gonococica disseminada (IGD), que acomete principalmente pele e articulacdes,

podendo causar artrite infecciosa em adultos jovens (54).

1.3.3 Tratamento

Segundo o Ministério da Saude, a droga de escolha para o tratamento para
N.gonorrhoeae, é Ceftriaxona 500mg intramuscular associada a Azitromicina 1g
dose unica. Desde 2017, houve a suspensdo do uso do farmaco Ciprofloxacino
como droga de primeira escolha em pacientes infectados com gonorreia, devido a
altas taxas de resisténcia medicamentosa (55), sendo superiores a 50% em todas as
regibes do Brasil (56). E importante ressaltar, de acordo com o protocolo do
Ministério da Saude, que o tratamento de clamidia e gonorreia deve ser realizado

simultaneamente, independentemente dos sinais e sintomas (7).
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1.4 Diagndstico de C.trachomatis e N.gonorrhoeae

Os métodos disponiveis pelo Sistema Unico de Saude (SUS), para o
rastreamento das infec¢des C.trachomatis e N.gonorrhoeae é o teste molecular por
captura hibrida (CHII CT-ID) e o isolamento em cultura (8,20). No entanto, a reacao
em cadeia da polimerase (PCR), é uma técnica fundamental para o diagnostico de
doencas infecciosas, possibilitando um maior nimero de patégenos de maneira mais

rapida e precisa.

1.4.1 Isolamento em cultura

O teste laboratorial para identificacdo da N.gonorrhoeae, padrdo-ouro no
Brasil, € o isolamento em cultura, porém este teste apresenta uma sensibilidade
reduzida quando comparado ao ensaio molecular de PCR em tempo real (qQPCR)
(20). O diagnostico de N.gonorrhoeae por isolamento em cultura apesar de menos

sensivel (sensibilidade de 70 a 80%), € altamente especifico (especificidade de

100%) e muito util para 0 monitoramento da resisténcia antimicrobiana (57).

O isolamento em cultura, ja foi um diagnostico padrdo-ouro para identiicacao
da C.trachomatis, sendo a técnica que apresentava maior especificidade, chegando
a 100% (58). No entanto, de acordo com CDC, ndo € mais recomendado nos
laboratérios dos EUA, devido a sua baixa sensibilidade, complexidade técnica,
crescimento lento (48-72h) e alto custo de médo de obra (8). E uma técnica que
consiste na inoculacédo de amostras em monocamadas de células McCoy, cultivadas
em anticorpos monoclonais fluorescentes, e quando positivos, apresenta um

crescimento da inclusao citoplasmatica do CR e CE (26,40).

1.4.2 Testes moleculares

1.4.2.1 Captura Hibrida

O teste de captura hibrida (CHIlI CT-ID), € um método de hibridizacao celular

gue consiste em sondas de RNA especificos da C.trachomatis, formando um hibrido
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DNA:RNA. E uma reagdo que possui uma unidade relativa de luz (Relative Light Unit
— RLUs), emitida através da quebra do substrato quimioluminescente, capaz de se
ligar em hibridos capturados, resultando em uma amplificacdo de sinal significativo.
Quando a luz é emitida indica presenca de DNA da C.trachomatis, onde RLUs = 2,5
RLU/CO indica teste positivo e RLUs > 1 e < 2,5 RLU/CO negativo (59).

Segundo um estudo realizado por Santos et al. (2018), 25,9% dos resultados
advindos de mulheres assintomaticas, foram relatados como falsos negativos, pelo
teste de captura hibrida, quando comparados ao PCR em tempo real in house
(gPCR). O teste CHII CT-ID, apresentou sensibilidade moderada de 72,3% e
especificidade de 91,3%, diferentemente do gPCR in house que apontou uma
sensibilidade de 99,5% e especificidade de 95,1%. O uso da técnica de qPCR
apresentou um custo por amostra de $1.33, e $0.55 pelo ensaio de captura hibrida.
No entanto, mesmo apos o teste CHIlI CT-ID, apresentar uma melhor reducdo de
custo, a sensibilidade deste ensaio dificulta o rastreamento do agente etiol6gico
C.trachomatis em pacientes que ndo apresentaram sinais e sintomas, prejudicando o
inicio do tratamento (24). Dessa forma, é necessario que haja uma padronizacéo de
novos métodos moleculares que garantem resultados mais eficientes e que tenham

melhor reducé&o de custo e tempo (37).

1.4.2.2 Testes de amplificacéo de acidos nucléicos (NAATS)

Os testes de amplificacdo de éacidos nucléicos, sdo considerados um dos
melhores métodos de diagndsticos para a deteccdo e diferenciacdo da Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae, segundo CDC (8). Desde os anos 90, a
utilizacdo deste tipo de ensaio, tem se tornado comum em laboratorios de biologia
molecular (60). Os NAAT séo baseados nas técnicas de PCR convencional e/ou
tempo real, Reacdo em Cadeia da Ligase (LCR) e Amplificacdo por Deslocamento
de Cadeia (DAS); apresentando uma rapida deteccdo do DNA gendmico das
bactérias, além de demonstrar uma alta sensibilidade e especificidade, o que
possibilita a identificacgdo do microrganismo de interesse, assim como, na

guantificacao de alterac¢des voltadas ao tratamento (61).
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A técnica gPCR consiste na amplificacdo de sequéncias de &cidos nudcleicos
especificos, utilizando iniciadores (primers) que se ligam a uma determinada regiédo
de DNA, e sondas marcadas com fluorescéncia, que aumentam a especifidade da
reacdo mesmo em pequenas quantidades de amostras. Também, é possivel
amplificar mais de um segmento genémico (alvo) distinto, em uma Unica reacgéo, de
um mesmo agente etiolégico ou de agentes etioldgicos diferentes, visando
economias de reagentes e diagndéstico preciso (62). Os kits comerciais mostram um
bom desempenho, uma alta sensibilidade e especificidade, no entanto, apresentam
custo elevado. Em vista disso, é fundamental o desenvolvimento de métodos
moleculares adaptados a rotina ambulatorial e laboratorial, a fim de obter o melhor

custo beneficio (24).

Um estudo realizado, na Fundacéo Alfredo da Matta, em Manaus, Amazonas,
com 239 mulheres de 13 a 59 anos, atendidas no setor de IST, verificou que a
frequéncia encontrada em pacientes acometidas com C.trachomatis e
N.gonorrhoeae foi de 23,1% e 15,4% respectivamente. Houve uma forte associacao
entre infertilidade e mulheres co-infectadas por Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae (54,1%; p<0,0001), reforcando a necessidade de estratégias efetivas
para diagnostico precoce de infec¢cdes sexualmente transmissiveis, principalmente

em mulheres assintomaticas em idade fertil (13).

Diversos estudos, avaliaram a sensibilidade e especificidade dos diferentes
métodos de diagnoésticos utilizados para a deteccdo de clamidia e gonorreia,

conforme mostrado na Tabela 1:
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Tabela 1 - Diferentes métodos moleculares de diagnosticos para deteccao de IST e

suas respectivas carateristicas

o .
N°  Autores Local N Doenca Métodos S (%) E (%)
amostral moleculares
Muvunyi  Ruanda, 80
1 et al., Africa mulheres Gonorreia PCR (STDFinder) 100% 100%
2011 (63) Ocidental inférteis
; Estados 1054
Levi et al., : - 1- BD ProbeTec 1- 100% 1- 99,9%
2 2012 (e4) Unidosda mulheres Clamidia 5" captura Hibrida  2-66,7%  2-99,9%
Krolov et 70
3 al., Tartu, mulheres o . )
Estados 1 - Clamidia
4 Gaydos, Unidosda 276 5. PCR (GeneXpert) 1- 97,4% 1- 99,6%
2008(66) ~América individuos q P 2-100%  2- 100%
Perera et Winnipeg, 254
5 al., MB, Canada individuos Gonorreia  qPCR Multiplex 100% ND*
2017(67)
1- gPCR Kit
6 Pickering Tanzania e 210 N comercial (Amplicor 1-97.6% 1- 90%
etal, Guiné-Bissau mulheres Clamidia CTING) 2-97,18%  2- 96,55%
2018(68) 2- ddPCR o070 o970
1- ELISA IgG de
7 Vanetal, 183 Clamidia IgG anti-CT 1- 65% 1- 52%
2018(69) Holanda mulheres 2- Immunoblot CT  2- 54% 2-71%
da Mikrogen
5266 - 1- 91,2% a 1-99,2%a
g Nyeetal, . ..o, mulheres 1- Clg_m|d|a Teste Cobas CT/  97,6% 99,7%,
2018(70) 738 Gonorreia NG v2.0 2-956%a 2-99.3%a
homens 100,0% 100,0%

S (%): Sensibilidade, E (%): Especificidade, ND*: Nada consta

O gPCR multiplex tem se destacado como uma importante técnica para a

identificacdo de diferentes microorganismos, sendo considerado um método de

diagnéstico molecular altamente sensivel, que permite a deteccdo de dois ou mais

alvos em uma uUnica reacdo, ou seja sdo utilizadas sondas marcadas com um

fluoréforo, que servirdo para identificar e quantificar cada alvo separadamente (71).

Um estudo avaliou a presenca de sete microorganismos sexualmente

transmissiveis, nas 897 amostras coletadas de paciente, testados por diferentes

métodos moleculares. Dentre eles,

estdo presentes 0s agentes etiologicos
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C.trachomatis e N.gonorrhoeae. Para a deteccdo desses dois agentes, foram
utilizados os ensaios moleculares de gPCR multiplex (Anyplex 1), PCR multiplex
(Seeplex) e a amplificacdo de deslocamento de cadeia (SDA) (BD ProbeTec ET).
Para andlise de discrepancia, foi definido os testes confirmatérios (padréo-ouro):
NAATs (C.trachomatis) e cultura (N.gonorrhoeae) e os resultados foram avaliados
guanto a sensibilidade e especificidade encontrada em cada teste. Na deteccdo da
C.trachomatis, representadas pelos testes gPCR multiplex (Anyplex 1), PCR
multiplex (Seeplex) e o teste SDA indicou uma sensibilidade de 100%, 96,68% e
83,9% e especificidade de 100%, 99,4% e 99,4%, respectivamente. E para
N.gonorrhoeae, a sensibilidade dos testes foram de 100% e 88,9% e especificidade
de 99,2%, 99,7% e 99,9%. Diante disso, é possivel perceber que o teste de qPCR
multiplex, apresenta melhor reprodutibilidade e confiabilidade quando comparado ao
teste SDA (72).

Rumyantseva et al. (2015), demonstra que o ensaio molecular gPCR
multiplex, apresenta alta sensibilidade clinica e analitica e excelente especificidade
para deteccdo de C.trachomatis e N.gonorrhoeae. Os testes de referéncia foram o
Aptima GC assay (Hologic) e o Cobas Tagman CT v. 2.0 (Roche Molecular
Systems), com o intuito de determinar o desempenho do diagndstico molecular
gPCR multiplex na busca de C.trachomatis e N.gonorrhoeae, com sensibilidade de
97,5% e 100% e especificidade 100%. Com isso, o qPCR multiplex, apresenta
performance semelhante aos testes padréao-ouro, possibilitando o uso do ensaio na
identificacdo de ambos (73), assim como outros microorganismos (74—76).

O uso das técnicas moleculares em centros de referéncia no Brasil, tornou-se
uma ferramenta essencial voltada ao diagnostico das IST, principalmente na
deteccdo das bactérias N.gonorrhoeae e C.trachomatis, pois além de apresentar
uma boa reprodutibilidade na identificacdo do alvo de interesse, seja em individuos
sintomaticos ou assintomaticos, também permite a deteccdo precoce desses
agentes, tratamento adequado, prevencdo de complicacbes associadas a essas

doencgas assim como a diminuigao de novos casos (77,78).

Levando em consideracdo os avanc¢os que a biologia molecular vém trazendo

nos ultimos anos, o método de gPCR multiplex é comprovadamente uma técnica
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sensivel, rapida, e de melhor custo beneficio. Tendo em vista que as infec¢des
causadas por clamidia e gonorreia representam um importante agravo em saude
publica, em virtude de sua alta incidéncia e com apresentacdo clinica
majoritariamente assintomatica, € necesséario que novos métodos laboratoriais de
deteccdo, sejam capazes de auxiliar o clinico na decisdo diagndstica. Nesse
contexto, o presente estudo propde padronizar e implementar o uso do método
gPCR multiplex in house para deteccdo simultdnea de C. trachomatis e de N.
gonorrhoeae, em mulheres sintomaticas e assintomaticas, atendidas no setor de IST

da Fundacé&o Alfredo da Matta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Padronizar a técnica de gPCR multiplex como método de diagndstico das
bactérias Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae, em mulheres
sintomaticas e assintomaticas, em uma unidade de referéncia na Regidao Norte do

Brasil.

2.2 Objetivos especificos

a) Otimizar o gPCR multiplex para a amplificacdo parcial de genes das bactérias
C. trachomatis e N. gonorrhoeae, além do gene humano ACTB (Beta actina),

simultaneamente.

b) Avaliar a acuracia do ensaio de gPCR multiplex in house.

c) Verificar o limite de deteccdo do numero de copias de DNA de C.trachomatis

e N.gonorrhoeae, através da curva padrao.

d) Determinar a frequéncia dos agentes etioldgicos C.trachomatis e
N.gonorrhoeae por qPCR multiplex in house em pacientes do sexo feminino

atendidas no setor de IST do centro de referéncia Fundacgéo Alfredo da Matta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de teste diagndstico, realizado por amostragem por
conveniéncia baseado no atendimento da rotina clinica do setor de IST feminino,

durante o periodo de fevereiro a julho de 2019.

3.2 Local de estudo

O estudo foi realizado no centro de referéncia Fundacdo Alfredo da Matta
(FUAM), localizado em Manaus, Amazonas, Regido Norte do Brasil, no setor de IST

feminino, seguido das analises moleculares no Laboratério de Biologia Molecular.

3.3 Populacao do estudo

Foram selecionadas mulheres que tiveram atendimento especializado, no
setor de IST feminino da FUAM, com queixa de um ou mais sinais e sintomas
sugestivos das infeccOes causadas por clamidia e gonorreia, como: corrimento
esbranquicado, exsudato purulento, disuria, odor, dispareunia e/ou sangramento nas
relacbes sexuais. Para as participantes do estudo cujo parceiro apresentou

corrimento uretral, em sua maioria, eram consideradas assintomaticas.

3.4 Critérios de inclusao

Pacientes do sexo feminino atendidas no setor de IST maiores de 18 anos

gue aceitarem participar do estudo.

3.5 Critérios de exclusao

Pacientes do sexo feminino menor de 18 anos, gestantes, indigenas, e

aguelas que fizerem uso de antibidticos durante os 15 dias anteriores.



18

3.6 Riscos

Durante o procedimento de coleta endocervical pode haver um leve
desconforto, sem maiores consequéncias para as pacientes. Todo o procedimento
foi realizado por uma profissional experiente do setor de IST da FUAM.

3.7 Beneficios

Acesso ao diagnéstico molecular das bactérias Chlamydia trachomatis e
Neisseria gonorrhoeae, por métodos mais eficazes do que os utilizados na rotina de
atendimento da FUAM, permitindo inclusive o diagnostico de mulheres
assintométicas. O diagnostico correto e precoce evitara complicagdes futuras, além

de interromper a cadeia de transmissao da doenca.

3.8 Entrevista

As pacientes foram convidadas a participarem do estudo de forma voluntéria,
seguido com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(apéndice a). Apb6s o consentimento da voluntéria, realizou-se um questionario
adaptado da ficha clinica do setor (apéndice b), com o intuito de adquirir informacdes
comportamentais e socioecondmicas de cada paciente, para analise de fatores de
risco, como: idade, parceiro fixo, parceiro eventual nos ultimos trés meses, uso do

preservativo, e 0s sinais e sintomas.

3.9 Coleta das amostras

Todas as amostras foram coletadas por profissionais especializados do setor
de IST feminino, onde foi necessario coletar uma Unica amostra cervical por
participante, auxiliada por um espéculo esterilizado e uma escova do kit hc2 DNA
Collection Device com haste adaptada para particdo, e transportadas para o tubo
Specimen Transport Medium (QIAGEN) contendo 1mL de liquido conservante e
especifico. As amostras cervicais, foram armazenadas inicialmente a uma
temperatura ambiente e encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular da
FUAM, mantidas em -20° C até o devido processamento e leitura.
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3.10 Extracédo de DNA

Para a realizagdo da extracdo de DNA, foi necessério o uso do Kit DNeasy
Blood & Tissue (QIAGEN), através do tubo coletor Specimen Transport Medium
(QIAGEN), seguido de acordo com o protocolo (apéndice c). Apds o procedimento,
as aliquotas de DNA foram mantidas em micro tubos (Eppendorf) de 1,5 ml em uma
temperatura de -20°C, corretamente identificadas.

3.11 Quantificagdo de DNA

As concentracbes de DNA foram calculadas, utilizando o equipamento
espectrofotometro UV-Vis Biodrop Duo, com a configuracdo de quantificacdo de
DNA, e absorbancias por 260nm/280nm e 260nm/230nm. As amostras obtidas do
DNA foram avaliadas quanto a concentracao e pureza do produto, pois 0 excesso ou

pouca quantidade de DNA poderiam dificultar em uma melhor anélise.

3.12 Selecao dos iniciadores e sondas

A sequéncia dos iniciadores e sondas utilizadas para o estudo, foram
baseadas nos artigos de Santos et al. (2018), e Hjelmevoll et al. (2006), seguido dos
alvos, plasmideo criptico (C.trachomatis) e porA (N.gonorrhoeae), respectivamente
(Tabela 2). Os iniciadores foram baseados no artigo Girmatsion et al. (2011) e sonda

do alvo ACTB (B-actina), foram cedidos pelo Dr. Felipe Gomes Naveca (Tabela 3).

Tabela 2 - Oligonucleotideos dos iniciadores e sonda dos alvos plasmidio criptico e
porA

Plasmideo Criptico(A) porA(B)

Primer | CT_F 5 — CTAGGCGTTTGTACTCCGTC -3° |[NG_F 5 — GTTTCAGCGGCAGCATTCA -3
Senso

Primer |[CT_R 5 - TGTCTTCGTAACTCGCTCC -3 |NG_R 5 — CCGGAACTGGTTTCATCTGATT -3’

anti
senso
5 _VIC — 5 — FAM —
Sonda TTGCAGCTTGTAGTCCTGCTTGAGA — 3 CGTGAAAGTAGCAGG:?GTATAGGCGGACTT -

(A/B): Sequéncia dos iniciadores de PC e porA advindo dos artigos (24,79)
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Tabela 3 - Oligonucleotideos dos iniciadores e sonda do alvo ACT (B-actina)

ACTB (B-actina)(A)
Primer | o 5 1GGATCAGCAAGCAGGAGTATG -3’
Senso
Primer anti | p 5 GCATTTGCGGTGGACGAT — 3
senso
5" — NED — CGAGTCCGGCCCCT — 3’
Sonda

(A): Sequéncia dos iniciadores e sonda advinda do artigo (80)

3.13 Ensaio de gPCR in house

A reacao do gPCR in house, foi realizada através do equipamento de qPCR
StepOnePlus (Applied Biosystem), tendo como alvo o gene humano constitutivo
ACTB (B-actina), como controle de qualidade da extragdo, um volume final de 10 uL
utilizando: 300 nM dos iniciadores forward e reverse, 100 nM de sonda, 1x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem®), 2,3 H20 puro e 2 yL de DNA. As
condi¢fes termociclicas foram: 2 min a 50 ° C e 10 min a 95 ° C, seguidas de 40
ciclos de 15s a 95° C e a 60 ° C. Foram testadas diferentes concentragdes dos pares
de iniciadores do PC e o gene porA, com a finalidade de padronizar a reagédo do

teste.

Inicialmente, foram utilizados os alvos isolados (singleplex), a fim de, obter
um padrdo de amplificacdo para cada sonda. Em seguida, foram utilizados dois
pares de iniciadores e duas sondas simultaneamente (duplex), otimizando os
reagentes e o DNA no ensaio. Posteriormente, com a reacéo ja padronizada, os trés
alvos foram testados, com o intuito de, amplificar as trés sequéncias de DNA
concomitantemente, em uma Unica reacédo (triplex) (Figura 2). Neste contexto, para
definir os limites de deteccéo de cada alvo foram realizadas duas curvas de diluicdo
seriada partindo de concentragcdes de DNA conhecidas, com o0 objetivo de obter

dados que comprovem a eficécia da técnica.
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Teste molecular

gqPCR multiplex
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Figura 2 - Fluxograma da metodologia utilizada para otimizacdo do teste molecular
gPCR multiplex para amplificagdo dos alvos PC (C.trachomatis) e porA
(N.gonorrhoeae).

3.14 Interpretacéo dos resultados

Cada ensaio contém um par de primers e uma sonda TagMan MGB (Life
Technologies) visualizada de acordo com cada fluorescéncia. A regido amplificada &
marcada com a florescéncia reporter na extremidade 5 e um quencher néo
fluorescente (silenciador) na extremidade 3. Enquanto a sonda esta intacta, ha
reducdo da fluorescéncia emitida pelo reporter devido a proximidade da molécula
guencher. Na presenca da sequéncia alvo especifica, ocorre o anelamento da sonda
e primers, com a consequente clivagem da sonda pela agao da atividade 5’ nuclease
da Taq polimerase a medida em que ocorre a extensdo da sequéncia. A separacao
dessas duas moléculas, quencher e reporter, permite o aumento da emissédo de
fluorescéncia que é detectado pelo equipamento a cada ciclo da gPCR. Para cada
alvo especifico foi utilizado um corante distinto, NED na detec¢do do ACTB, VIC
para PC e FAM para porA.
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Todas as amostras cervicais das pacientes, foram testadas em duplicatas e
interpretadas de acordo com os valores obtidos pelo Ct (cycle threshold) e treshold
de 0,02. O mesmo limite de deteccao dos ciclos (cycle threshold) foi estabelecido
para interpretar a curva padrdo, contendo uma diluicdo seriada de fragmentos em
genes (gBlocks) do alvo plasmideo criptico da C.trachomatis e um DNA isolado
(American Type Culture Collection (ATCC)) da bactéria N.gonorrhoeae. Para
verificar a concentracao inicial de DNA encontrada no alvo do estudo, os resultados
de Ct das amostras testes foram interpolados com a curva padréo. Quanto menor o
valor de Ct, maior a quantidade do numero de copias de DNA na amostra.

3.15 Amostras para validacéao do teste molecular qPCR multiplex in house

Para validacdo do teste de gPCR multiplex, foram utilizadas 93 amostras
biolégicas provenientes do projeto de pesquisa intitulado: “Frequéncia relativa dos
agentes etiologicos de corrimento uretral em homens atendidos em servigco de
referéncia em Manaus-AM”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FUAM
(N° parecer 1662858), coordenado pela pesquisadora Lucilene Sales de Souza. Os
resultados dessas amostras, obtidos pelo kit comercial realizado no laboratério
Sabin, em Manaus-AM, foram definidos como padrdo-ouro a fim de validar a técnica
de gPCR multiplex in house. Nenhum dado primério ou secundério dessas amostras
foram utilizados, apenas o resultado do teste de gPCR do kit LightCycler multiplex
DNA master (Roche Life Science). Todas as amostras foram entdo codificadas e
testadas aleatoriamente para os calculos de: sensibilidade, especificidade, VPP,

VPN e concordancia através do indice Kappa.

3.16 Anélise estatistica

Os dados de informacbes comportamentais e socioeconbmicas das
participantes do estudo, foram tabulados através do programa de software Microsoft
Excel. Posteriormente, utilizou-se o programa STATA/SE versdo 11.2 (Stata),
baseados nas caracteristicas de desempenho do teste de gPCR multiplex in house,
nos calculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor
preditivo negativo (VPN), concordancia através do indice Kappa, acuracia e curva

padréo. Esses célculos, s&o avaliados para verificar a exatidao do teste proposto.



23

Dessa forma, avaliar a sensibilidade do teste, é fundamental para identificar
aqueles individuos que portam a doenca. E um teste que apresenta uma baixa
probabilidade de ocorrer resultados falsos-negativos, diferentemente da
especificidade, que possui a capacidade de identificar individuos que ndo estdo

infectados, evitando resultados falsos-positivos.

O valor preditivo positivo (VPP) é capaz de verificar a probabilidade do
individuo infectado ser realmente positivo. JA o valor preditivo negativo (VPN),
analisa a probabilidade do individuo com resultado negativo ser realmente saldavel.
Esses célculos servem como auxilio para os profissionais da saude, trazendo

confiabilidade no teste para casos de dificeis diagnostico.

A concordancia através do indice Kappa, é utilizada para medir o grau da
concordancia observada e esperada dos dois métodos utilizados. Quando um valor
de Kappa, é abaixo de zero (0,00 — 0,20), indica que o resultado do teste nao foi
concordante com 0 que se esperava, causando uma discordancia entre eles,
diferentemente de uma concordancia boa que apresenta valores entre 0,61 — 0,80 e
uma excelente de 0,81 — 1,00.

Para avaliar a acuracia do teste, é necessario calcular o VPP e VPN
divididos pelo total de individuos do teste (tabela 2x2), € um parametro cujo intuito é
verificar o grau de exatidao dos resultados apresentados, determinado pela razédo de
probabilidade negativa (RP), sendo: <1 (acuracia o6tima), 0.1-0.2 (acuracia

moderada), 0.2-0.5 (acuracia pequena), 0.5-1.0 (acuracia nula).

A curva padrdo é utilizada para determinar quantitativamente uma
propriedade obtida de uma amostra desconhecida a partir de amostra com
concentracfes conhecidas, onde é possivel analisar os valores dos Cts adquiridos
ao decorrer da amplificacdo da curva. A inclinacdo da curva padrdo indica a
eficéncia do qPCR, avaliada de acordo com o valor do coeficiente de determinagao
(R?) estiver entre 0,99 e 1; Slope & -4.0 a -3.32, Y-Intercept e eficiéncia. Visto isso, é
necessario que o procedimento seja realizado com precisdo, a fim de obter uma

curva de qualidade.
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3.17 Frequéncia dos agentes etiolégicos C.trachomatis e N.gonorrhoeae na

populacéo estudada

Apos a realizacdo do ensaio molecular ja padronizado, os resultados obtidos
foram avaliados, a fim de verificar a frequéncia do nimero de casos diagnosticados
com C.trachomatis e N.gonorrhoeae na populacéo estudada. Todos os resultados,
foram encaminhados ao setor de IST feminino da FUAM, mesmo apoés todas as
pacientes, terem sido tratadas previamente, seguindo de acordo com a
recomendacgdo do Ministério da Saude. Por se tratar de uma clinica de referéncia de
IST, todas as pacientes realizam testes disponiveis para deteccdo de diferentes
patdgenos. Foram analisados dados secundérios da ficha clinica de cada uma das
mulheres atendidas, os demais tipos de IST presentes durante o periodo do estudo,
como: lesBes sugestivas de HPV (Condiloma acuminado e lesdes de colo do Gtero),
Treponema pallidum (sifilis) e HIV.

3.18 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacao Alfredo da Matta (FUAM), em Manaus, Amazonas, no dia 07
de fevereiro de 2019, seguido do numero de parecer 3.525.149 e CAE
03144918.4.0000.0002 (Anexo ).
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4 RESULTADOS

4.1 Curva padréao

Realizou-se uma curva padréo utilizando duas amostras de referéncia que
corresponde em um fragmento de genes em blocos (Gblock) do PC com 150 pb,
com uma meédia de concentracdo de DNA de 11,2 ng/uL, para C.trachomatis, com
um total de 1.428.174 copias alvo de DNA por reagdo e um ATCC (American Type
Culture Collection) referente a cepa 19424, com 2.269.984 copias de DNA de
N.gonorrhoeae na concentracao de 12,5 ng/pL.

Esta curva, foi otimizada no equipamento de gPCR StepOnePlus (Applied
Biosystem), com sete pontos de deteccdo (10?1 a 107), em diluicbes seriadas de
1:10, estabelecendo um limite de 14,2 (10°) cépias gendmicas de C.trachomatis,
equivalente a uma concentracédo de 0,022 picograma (pg) de DNA, para um Ct de
35,7. Para N.gonorrhoeae, foi estabelecido um limite de 22,6 (107) cépias
gendmicas, equivalendo a uma concentracdo de 0,0025 pg de DNA, e um Ct de 36,6

validando assim, a amplificagéo (Tabela 4).

Tabela 4 - Sete pontos de diluicbes da curva padrdo de C.trachomatis (Gblock) e
N.gonorrhoeae (ATCC19424), e os respectivos valores de Ct obtidos por gPCR
multiplex in house

Curva padrao de DNA de CT e NG

Pontos de Pontos de
deteccao Média de Ct deteccao Média de Ct
(C.trachomatis) (N.gonorrhoeae)

10 17,9 10 14,3
102 22,2 102 17,9
103 25,4 103 22,1
104 29,1 104 25,6
10° 31,3 10° 29,3
10 35,7 10 32,8

107 - 10”7 36,6
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A Figura 3 mostra a amplificacdo do alvo de C.trachomatis obtidas pela
amostra de referéncia (Gblock), partindo de concentragfes de 11,2 ng/uL, seguida
de diluicdes seriadas de 1:10. Este ensaio foi avaliado quanto a seus respectivos Cts
nos sete pontos de deteccgéao.
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Figura 3 - Amplificagcdo da curva padrdo de DNA do agente etiologico C.trachomatis,
obtidos pelo ensaio de qPCR in house

Os valores de absorbéancia na deteccdo de C.trachomatis, apresentou uma
eficiéncia de 100%, com o valor de coeficiente de determinacéo da regressao (R?) de
0,99 (aceitavel:0,990 a 1,000), e declive (Slope) de -3,31, o que corresponde a
Figura 4.
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Figura 4 — Curva padrdo de C.trachomatis com os pontos e limites de deteccao
da quantidade de DNA, e seus respectivos Cts
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A Figura 5 mostra a amplificacdo do alvo de C.trachomatis obtidas pela
amostra de referéncia (ATCC19424), partindo de concentracbes de 12,5 ng/uL,

seguida de diluicbes seriadas de 1:10. Este ensaio foi avaliado quanto a seus
respectivos Cts nos sete pontos de deteccéo.
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Figura 5 - Amplificacédo da curva padrdo do agente etiolégico N.gonorrhoeae, obtidos
pelo ensaio de qPCR in house.

Os valores de absorbancia na deteccdo de N.gonorrhoeae, apesentou uma
eficiéncia de 85%, valor de R2 de 0,99, e slope de -3,72 para N.gonorrhoeae,
seguido da Figura 6. E assim, dessa forma, foi possivel validar um procedimento que
servira como controle de qualidade em um futuro teste, no Laboratério de Biologia
Molecular da FUAM.
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Figura 6 — Curva padrao de N.gonorrhoeae com os pontos e limites de deteccao da
quantidade de DNA, e seus respectivos Cts

4.2 Padronizacao da reacéao pelatécnica de gPCR multiplex

Para método duplex, foram testadas quatro diferentes concentracées dos
primers senso e anti-senso (0.1 uM, 0.2 uM, 0.3 uM e 0.5 uM), utilizando amostras

sabidamente positivas para clamidia e gonorreia, de acordo com a Tabela 5:

Tabela 5 - Concentracdes finais dos pares de iniciadores dos alvos Plamideo
Criptico e porA, para a padronizacao da reacdo em duplex

Plasmideo Criptico

(St , wvesholy  FANININ)  resio
300 nM (0,3 pM) 19,06 500 nM (0,5 UM) 26,04
300 nM (0,3 uM) 18,81 300 nM (0,3 puM) 25,91
300 nM (0,3 uM) 18,82 200 nM (0,2 uM) 26,34
300 nM (0,3 pM) 18,80 100 nM (0,1 pM) 26,71
500 nM (0,5 UM) 18,87 300 nM (0,3 uM) 26,12
200 nM (0,2 puM) 18,92 300 nM (0,3 uM) 26,28
100 nM (0,1 uM) 19,38 300 nM (0,3 pM) 26,72

*Concentracao
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O critério de escolha na selecdo do par de iniciadores utilizado para o teste,
foi baseado nos alvos que atingiram um Ct (cycle threshold) menor. Por essa razao,
a melhor concentracdo encontrada para a deteccédo dos dois agentes etiolégicos, foi
de 300 nM (0,3 pM). Para otimizar o volume final da reacdo, utilizou-se 20 pL,
padronizando a reacao para inicio das andlises, obtendo: 300 nM de cada iniciador
para cada alvo, 200 nM de sonda (Invitrogen), 1x TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystem®), 3,2 de h20 puro e 4 uL de DNA.

ApOs a padronizacdo da reacdo, foi necessario otimizar o teste para
identificacdo de dois agentes etiologicos (C.trachomatis e N.gonorrhoeae) e um alvo
molecular para controle de qualidade (B-actina), a fim de verificar se a extracdo de
DNA foi realizada satisfatoriamente. Posteriormente, deu-se inicio ao duplex, onde
todos os alvos, foram testados aleatoriamente, e amplificados simultaneamente. No
triplex, utilizou-se um pool de amostra positivas para C.trachomatis e N.gonorrhoeae,
utilizando 3 concentracées (0.2 uM, 0.3 uM e 0.5 uM) do par de oligonucleotideos de
iniciadores de B-actina (Tabela 6), e um volume final de 20 pL, com o propésito de

amplificar os trés alvos em uma unica reagao.

Tabela 6 - Concentragdes dos pares de iniciadores do gene ACTB (B-actina) para a
padronizacao da reacdo, em triplex

Plasmideo Criptico Ct porA Ct  B-actina (ACTB)
[ ] Forw/Rev [ ] Forw/Rev [ ] Forw/Rev

23,06

Ct

23,88

*
300 nM (0,3 pM) 300 nM (0,3 uM) 500 nM (0,5 M)

300nM (0,3 uM)  *  300nM (0,3puM) 21,99 300 nM (0,3 uM) 24,04

300nM (0,3 M)  *  300nM (0,3 uM) 21,76 200 nM (0,2 uM) 23,76

*Nao amplificado

No entanto, ndo houve amplificacdo na deteccdo do Plasmideo criptico
(C.trachomatis), inviabilizando a utilizagdo do método triplex pela técnica proposta
no estudo. E importante destacar que a vantagem de utilizar um gene constitutivo
humano (B-actina) como alvo, é avaliar a qualidade da amostra coletada, uma vez

gue mesmo em amostras negativas, a amplificacdo deste gene deve estar presente.
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Com isso, é possivel afirmar que a técnica de gPCR multiplex in house, foi
padronizada em duplex, havendo a necessidade de testar o alvo ACTB
isoladamente. O procedimento da andlise amostral foi realizado semanalmente, de

acordo com a demanda do setor.

4.3 Sensibilidade e Especificidade

Foram utilizadas 93 amostras uretrais, separadas e codificadas por um
profissional do Laboratério de Biologia Molecular, de forma que o pesquisador
responsavel pela realizagdo da técnica de gPCR multiplex in house, néo
identificasse previamente os resultados dos pacientes. Isso foi importante para evitar
viés durante a interpretacdo do teste, sendo o resultado da analise das amostras, o
padrdo-ouro. Baseado nos resultados obtidos do laboratério Sabin, 40 (43%)
pacientes apresentaram resultado positivo para N.gonorrhoeae, 9 (9,6%) para
C.trachomatis, 17 (18,2%) tiveram co-infeccéo, e 27 (29%) apresentaram resultado
negativo para os dois agentes etiologicos. Todas as amostras foram testadas pelo

método duplex, de acordo com a padronizacdo da reacgao.

Para determinar a sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, acuracia e o
indice Kappa, foram realizados calculos separadamente para os dois alvos do
estudo, contendo individuos que apresentaram co-infeccdo. Os resultados obtidos
pela técnica de qPCR multiplex in house, apontou uma sensibilidade de 92,5% (IC
95%: 71,9 - 96,1) e especificidade de 100% (IC 95%: 94,5 - 100) para C.tra

chomatis, em contrapartida, para a deteccdo da bactéria N.gonorrhoeae, a
sensibilidade foi de 100% (IC 95%: 93,7 — 100) e especificidade de 94,4% (IC 95%:
81,9 — 98,5), seguido da Tabela 7.
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Tabela 7 - Calculos avaliados para verificar a exatiddo da técnica de gPCR multiplex

Parametros Valor (%) IC 95%
CT NG CT NG

Sensibilidade 925% 100 % 71,9 - 96,1% 93,7 — 100%

Especificidade 100% 94,4 % 94,5 - 100 % 81,9 — 98,5%

Valor preditivo 100% 96,6 % 86,2 — 100% 88,5-99,1%
positivo (VPP)

Valor preditivo 95,7% 100 % 88 — 98,5% 89,8 — 100%
negativo (VPN)

Acurécia 96,8% 97,8% 90,9 — 98,9% 92,5 -99,4%

indice Kappa 0,92 0,95 0,83-1,01% 0,89 - 1,02%

4.4 Coletas de amostras e dados

Um total de 179 mulheres foram recrutadas no setor, de acordo com o
periodo estabelecido. Das 179 amostras coletadas, uma foi excluida da analise, por
nao haver apresentado amplificacdo para o gene constitutivo humano B-actina,
obtendo um total de 178 amostras analisadas. Todas as pacientes que aceitaram
participar do estudo, assinaram o TCLE, foram entrevistadas e os seguintes dados

foram anexados na plataforma Excel.

4.5 Frequéncia de C.trachomatis e N.gonorrhoeae em pacientes atendidas em

uma unidade de referéncia na Regido Norte do Brasil

Durante a entrevista, foram avaliadas as principais variaveis epidemioldgicas
das 178 mulheres, com idade mediana de 29 anos, atendidas na FUAM. Na
distribuicdo por faixa etaria, o grupo de maior frequéncia foi 18 a 24 anos (42,1%)
(Tabela 8). Das 178 participantes, 47,2% (84/178) nao fazem o uso frequente de
preservativo, e apenas 16,8% (30/178) relatam utilizar durante o ato sexual.
Entretanto, 79,7% (142/178), ndo conheciam o0s principais problemas ocasionados

pelas IST e/ou nunca fizeram quaisquer tipos de exames.
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Tabela 8 - Carateristicas comportamentais das 178 recrutas em um centro de

referéncia no Amazonas, Brasil, 2019

Variaveis N %
IDADE
18-24 75 42.1
25-31 33 18,5
32-38 34 19,1
39-45 29 16,2
46 — 52 6 3,3
53 MAIS 1 0,8
PARCEIRO FIXO

SIM 126 70,8

NAO 52 29,2
PARCEIRO EVENTUAL NOS ULTIMOS 3 MESES

NAO 108 60,7

UM 59 33,1

MAIS DE UM 11 6,2
USO DO PRESERVATIVO

USA 30 16,8

NAO USA 64 36

AS VEZES 84 47,2

Baseado no diagndstico molecular dos dois agentes etiolégicos deste estudo,

destaca-se a bactéria C.trachomatis, como a maior causadora de infeccdo na

populacdo estudada, correspondendo a um total de 37 (20,7%) mulheres infectadas,

seguido de acordo com o grafico 2.
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Gréfico 2 - Frequéncia das doencas clamidia e gonorreia em mulheres atendidas na
Fundacao Alfredo da Matta, em Manaus, Amazonas
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Em relacdo a presenca de corrimento cervical e vaginal, 132 participantes
apresentaram corrimento, sendo 54 (41%) exsudato purulento e 78 (59%)
esbranquicado. Destas, 23 (17,4%) foram positivas para C.trachomatis, 15 (11,4%)
para N.gonorrhoeae, 6 (4,5%) apresentaram co-infeccédo e 88 (66,7%) apontaram

resultados negativos (Grafico 3).

Gréfico 3 - Representacdo dos tipos de corrimento associado aos resultados do teste
de gPCR multiplex in house
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N&o houve a deteccéo de C.trachomatis e N.gonorrhoeae pelo teste de gqPCR
multiplex in house em 88 pacientes (resultados negativos) que apresentaram
corrimento, entretanto, é importante salientar que a presenca de corrimento em
mulheres nem sempre sugere infec¢ao por clamidia ou gonorreia, sendo necessario
a investigacdo de outros agentes etioldgicos com sinais e sintomas semelhantes,
como: Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma genitalium e candida sp. A utilizagcdo de métodos caseiros, também
podem ser um fator de inibicdo na deteccdo dos patdégenos no ensaio, além de
auxiliar no tratamento adequado, pois 0 excesso de medicamentos, podem vir a

desencadear uma resisténcia aos farmacos.

Do total das 178 amostras analisadas, 46 (25,8%) mulheres nao
apresentaram quaisquer tipos de corrimento, no entanto 6 (13%) foram positivas
para C.trachomatis, 7 (15,2%) para N.gonorrhoeae, 2 (4,3%) tiveram co-infeccéo, o
gue equivale a quase 35% dessa populacdo. Visto isso, o ensaio molecular € uma
ferramenta fundamental para a rotina clinica de IST, sendo possivel a deteccdo em
individuos assintomaticos, capaz de auxiliar nos atendimentos especializados que se

baseiam somente na abordagem sindrémica (Gréfico 4).

Grafico 4 - Diagnéstico de C.trachomatis e N.gonorrhoeae por qPCR multiplex in
house baseado na auséncia de corrimento das participantes do estudo
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Das participantes que foram infectadas com C.trachomatis e/ou
N.gonorrhoeae, 40% (30/75) tinham associagdo com outras IST. Destas,
evidenciaram-se aquelas que apresentavam lesfes sugestivas de HPV (condiloma
acuminado e lesdo de colo de uUtero), como a IST mais frequente e que também
possuiam um dos agentes etioldgicos (Grafico 5). Das pacientes que nao foram
infectadas por C.trachomatis e N.gonorrhoeae, 43,6% (52/119) possuiam infeccéo

por outros patégenos.

Gréfico 5 - Numero de casos infectados com C.trachomatis e N.gonorrhoeae
associadas a outras IST
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Dentre todas as mulheres do estudo, 23 (12,9%) ndo apresentaram qualquer
tipo de sinais e sintomas (corrimento esbranquicado, exsudato purulento, odor,
disuria, dispareunia ou sangramento nas relacdes sexuais), entretanto, foram
detectadas 4 (17,4%) com C.trachomatis, 3 (13%) com N.gonorrhoeae e 1 (4,3%)
possuia os dois agentes etioldgicos, comprovando que a presenca de clamidia e

gonorreia, € encontrada em mulheres assintomaticas. Dentre as mulheres do estudo

De acordo com os resultados obtidos das 178 participantes, 119 mulheres
(66,8%) e 59 (33,1%), apresentaram resultados negativos e positivos para ambos os

patégenos, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

O CDC e a Forca Tarefa de Servicos Preventivos dos EUA (USPSTF)
recomendam que a triagem de clamidia e gonorreia, sejam realizadas anualmente
em mulheres sexualmente ativas menores de 25 anos de idade. Tendo em vista, que
nesta idade ocorre 0 maior nimero de casos, é primordial que se faca a investigacao
dessas IST independentemente do grupo de idade, principalmente naguelas em
situacdo de risco, como: presenca de multiplos parceiros, uso inconsistente de

preservativos, uso de drogas e profissionais do sexo (81,82).

No Brasil, ndo ha dados que comprovem a incidéncia das bactérias
C.trachomatis e N.gonorrhoeae, e a falta do rastreamento pode prejudicar o controle
e a deteccdo desses patdgenos. Atualmente, a Fundacdo Alfredo da Matta ndo
conta com qualquer teste de rotina para a deteccdo de C.trachomatis, por sua vez,
esta disponivel o isolamento por cultura como método de identificacdo da
N.gonorrhoeae, no entanto, ndo é um teste que apresente uma alta sensibilidade, o

gue dificulta no diagnaostico clinico-laboratorial (23,83).

Embora os ensaios moleculares nédo sejam mais econdmicos que 0S
convencionais, o custo do tratamento em casos de complicacbes associadas a
essas infeccbes sdo maiores quando comparados a terapéutica precoce. E
importante salientar que o uso dos testes moleculares é fundamental no cotidiano
dos laboratérios. O CDC preconiza este tipo de ensaio para uso de diagnostico de
clamidia e gonorreia (84), sendo substancialmente mais sensiveis que as técnicas
anteriores, pois além de evitar consequéncias adversas, como sequelas
ocasionadas pela DIP e a gravidez ectOpica, podera auxiliar no rompimento da

cadeia de transmissao.

O presente estudo, teve o propésito de avaliar o desempenho da técnica de
gPCR multiplex in house, como método de diagnéstico diferencial das bactérias C.
trachomatis e N. gonorrhoeae, através dos alvos Plasmideo Criptico e porA, nas 178

recrutas atendidas em uma clinica de IST, em Manaus, Amazonas.
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Para o desenvolvimento do ensaio multiplex, precisou-se limitar as
concentracbes da sonda e dos pares de iniciadores, para que nao houvesse
competicdo durante a amplificacdo dos diferentes alvos, pois concentracdes muito
altas ou baixas poderiam comprometer a sensibilidade nas reagdes. Desta forma,
utilizou-se uma concentracdo menor de pares de iniciadores de 0,3 puM e de 0,2 pM
de sonda, com um volume final de 20 pL e utilizando 4 puL de DNA extraido. Essa
padronizacdo, teve o intuito de evitar gastos excessivos de reagentes, e
consequentemente visando a otimizacdo da reacdo sem reduzir a sensibilidade do
teste. De acordo com os trabalhos cientificos (85-89), as concentracdes dos pares
de iniciadores encontrados variam de 0,4 uM - 0,6 uM, utilizando 0,2 uM de sonda e
um volume final de 25 pyL — 50 pbL com 5 pL de DNA, diferentemente da

padronizacao de reacdo obtida no presente trabalho.

A busca pelo servico de saude voltadas ao diagnostico e tratamento de IST,
ainda € um desafio para a salde publica no pais. A C.trachomatis e N.gonorrhoeae,
sdo as IST que mais acometem jovens entre 15 a 24 anos, visto isso, a melhor forma
de prevencéo, para evitar o aumento de transmissdo dessas doencas, ainda é o uso
continuo do preservativo. Entretanto, apenas 22,5% da populacdo brasileira
sexualmente ativa, na regido Norte, utilizou este método de prevengdo nos ultimos
12 meses com parceria casual ou fixa, ou seja, causando um aumento de
transmissao de uma possivel infeccao (90). A faixa etaria de mulheres diagnoésticas
com os patdgenos em um centro de referéncia de IST, na FUAM, foi entre 18 a 35
anos, o que concilia com a faixa de idade encontrada em pacientes acometidos em
diferentes estudos (91-95).

A prevaléncia das pacientes infectadas com clamidia e gonorreia, obtidas
neste estudo, foi de 16,8% e 20,7% respectivamente. Destas, 18,6% (14/75) nao
apresentaram sinais e sintomas sugestivo das infec¢fes, porém, foram positivas
para C.trachomatis e HPV. Um estudo publicado recentemente, relata que a
presenca da bactéria C.trachomatis favorece a persisténcia do virus do HPV no colo
do Gtero, assim como outras IST (96). A prevaléncia de co-infeccdo de C.trachomatis
e N.gonorrhoeae associadas a outras IST foi de 25,3% - 68%%, isso pode ser

explicado devido uma vida sexual promiscua, caréncia de informacado, auséncia de
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meétodos diagnosticos acessiveis e auséncia de sintomas ou sintomatologia

inespecificas (97,98).

Para a padronizagdo do ensaio molecular, foram utilizadas amostras com
resultados positivos e negativos para N.gonorrhoeae e C.trachomatis, por meio do kit
comercial LightCycler multiplex DNA master (Roche Life Science). Sabe-se que o
uso de kits comerciais apresenta alta sensibilidade e especificidade para
identificacdo destes agentes etioldgicos (85,99). Entretanto, € importante ressaltar
gue o custo por reacdo de um kit comercial de gPCR ¢é elevado quando comparado
ao de gPCR in house, uma vez que em ambos os testes, os resultados séo
satisfatérios (37,100). Dessa forma, este ensaio serviu como parametro e um bom

indiciador para avaliacdo do desempenho da técnica de qPCR multiplex in house.

O ensaio multiplex, possibilitou a deteccdo das 40 amostras positivas de
N.gonorrhoeae através do alvo porA, apontando uma sensibilidade e especificidade
de 100% e 94,4%, respectivamente. Ambos os resultados corroboraram com
estudos realizados na Australia e Noruega, que mostraram sensibilidade e
especificidade de 100%, utilizando o mesmo alvo (79,85). O uso do pseudogene
porA, para amplificacdo de DNA da bactéria N.gonorrhoeae, € frequentemente
utilizado em trabalhos cientificos (101,102), entretanto outros alvos podem ser

utilizados para deteccéo deste agente etioldgico.

Outro alvo de escolha também utilizado para fins de diagnéstico, é o gene opA,
contudo o pseudogene porA destaca-se por apresentar alta sensibilidade no ensaio
molecular voltado para deteccdo de N.gonorrhoeae (51,103). Um estudo realizado
no ano de 2018, em Manaus, AM, avaliou que o uso do alvo porA apresentou uma
sensibilidade de 100%, diferentemente do gene opA que teve 83% de sensibilidade
(103). Por essa razao, a opcao de escolha do alvo foi baseada na sensibilidade

encontrada no teste molecular de gPCR obtidos por esses diferentes estudos.

A especificidade do teste diagndstico qPCR multiplex in house analisadas
através do painel de amostras sabidamente positivas e negativas de C. trachomatis,
foram de 100%, porém apresentou uma sensibilidade de 92,5%. O teste molecular

de gPCR in house, utilizando o mesmo alvo, apontou uma sensibilidade de 99,5%,
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de acordo com o estudo realizado por Santos et al. (2018) (24). No entanto, apesar
da técnica de gPCR ser altamente sensivel, é possivel que as amostras utilizadas
para a validacdo do teste tenham sofrido degradacdo do DNA, comprometendo a
deteccdo da bactéria C.trachomatis. Tal resultado também pode ser explicado, por
ser uma reacao realizada em duplex, pois fluorescéncias diferentes podem competir
entre si e ofuscar a deteccdo da outra, ou seja, a utilizacdo do sonda do plasmideo
criptico marcada com o fluoréforo VIC tenha reduzido a sensibilidade do teste,
guando associada a sonda do pseudogene porA marcada com o fluoréforo FAM, ja
gue esta perda ocorreu ap0s utilizar os dois pares de iniciadores e as sondas
simultaneamente, o que concorda o artigo de Kuchta et al. (2007) (104).
Provavelmente, por esse mesmo motivo, ndo tenha sido possivel a padronizacéo da

reacao por triplex.

Contudo, baseado nos parametros avaliados do teste molecular proposto neste
estudo, a N.gonorrhoeae e a C.trachomatis demonstraram uma boa sensibilidade e
especificidade, quando comparados a cultura em meio especifico (Sensibilidade: 80
%; Especificidade 82 — 97%), e o de CHII CT-ID (Sensibilidade: 72,3%;
Especificidade: 91,3%), o que pode resultar em um aumento significativo de falsos
negativos, pois a baixa sensibilidade inviabiliza a deteccdo em individuos

assintomaticos (37).

No presente estudo, o VPP do qPCR multiplex in house apresentou-se superior
a 90% para ambos os patdgenos, e o grau de concordancia para 0S ensaios
apresentaram resultados excelentes, tanto para clamidia (Kappa: 0,92) quanto para
gonorreia (Kappa: 0,95), como ja demonstrado em outros estudos (24,105). De
acordo com a OMS, é recomendado uso de NAAT para deteccao de C.trachomatis e
N.gonorrhoeae em ensaio multiplex quando o teste apresentar um VPP superior a
90% e quando aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) (23). Um dos
primeiros testes moleculares desenvolvidos nos ensaios de hibridizacdo de acidos
nucleicos ndo amplificados, foram os Non-amplified Nucleic Acid Hybridization
Assays (NAH), porém nao sao propostos para fins de diagnoéstico quando os NAAT
estiverem disponiveis, justamente por serem considerados testes menos sensiveis.

Existem diferentes fabricantes licenciados que produzem NAAT para deteccdo de
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tipos de espécimes distintos, portanto, é fundamental conduzir este tipo de ensaio a

uma validacao de teste in house, o que propde o estudo.

Diferentes estudos, tem demonstrado que o uso de NAAT possui um melhor
desempenho do que os testes disponiveis no mercado (106—108). Os ensaios de
gPCR multiplex oferecem diversas vantagens para a deteccao de C. trachomatis e
N. gonorrhoeae, incluindo custos reduzidos quando h& a padronizacdo de volumes e
concentracbes da reacdo e tempo de processamento (107). No entanto, ainda
existem algumas preocupacdes no uso de formatos multiplex, como o uso do
conjuntos de iniciadores e sondas em uma Unica reacdo, podendo ocasionar a
formacao de estruturas secundarias entre os oligonucleotideos (71). Vale ressaltar
gue essas estruturas podem resultar em sensibilidade reduzida em comparacgéo aos

ensaios utilizados individualmente, além de apresentar resultados falso-negativos.

O valor estimativo por pessoa no rastreamento da C.trachomatis no
diagndstico molecular de gPCR in house, no Laboratério de Biologia Molecular, na
FUAM em Manaus, Amazonas, foi de $0,86. O tempo de observagéo, unidades de
estudo e alocacdo do tempo dos técnicos de laboratorios que realizam tarefas
periodicamente, teve um valor estimado de $5,11, seguido de acordo com 0 piso
salarial do servidores publicos no ano de 2015 (24). Nossos dados, entretanto,
demonstram um ensaio eficiente de baixo custo e operacionalmente viavel no ambito

do hospital de dermatologia tropical.

Dessa forma, pode-se afirmar que o diagndéstico realizado através da técnica
de qPCR multiplex in house, é capaz de apresentar uma eficacia similar a um kit
comercial, mesmo apds a analise de sensibilidade de C.trachomatis, assim como
auxiliar na busca das doencas em mulheres assintomaticas na rotina clinico-

laboratorial em centros de referéncia.
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Uma arvore de classificacdo a partir da utilizacdo de técnicas de gPCR in house é
proposta para 0 manejo de amostras de pacientes suspeitas por infeccdo de

C.trachomatis e N.gonorrhoeae, como demonstrado na Figura 7.
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gPCR para 8-
actina
|_ “Positivo : ! Negativo

}

Nova coleta
gPCR negativo |
para todos os | <
alvos
______ |
______ [ === = -
—————— I " [ I
| gPCR positivo ! gPCR positivo >  GPCR
[====- 1 para bmemme- positivo para |
I hore ! N.gonorrhoeae | , ambos |
. C.trachomatis :
Rastreio de I | e e o — . L e - - -
1
outras IST !
v

Tratamento com antibiéticos

especificos

Figura 7 - Arvore de classificacido para diagndstico molecular de C.trachomatis e
N.gonorrhoeae



42

6 CONCLUSAO

a) A reagéo de gPCR multiplex in house foi padronizada em duplex, a fim de detectar
os alvos do plasmideo criptico de C.trachomatis e porA de N.gonorrhoeae
simultaneamente. Nao foi possivel a detec¢cdo dos alvos PC, porA e B-actina em
uma Unica reacao, inviabilizando a reacdo em triplex, sendo necessario a realizacao
de deteccdo do gene ACTB, isoladamente ou utilizar um outro alvo constitutivo

humano.

b) O desempenho do ensaio molecular apresentou alta sensibilidade e
especificidade para um diagnéstico rapido e preciso no rastreamento do agente
etiologico N.gonorrhoeae. Mesmo apoés a C.trachomatis apresentar sensibilidade de
92,5%, também é considerado um método molecular com potencial para o uso na

rotina clinica diagnéstica.

c) A curva padrdo dos agentes etiologicos C.trachomatis e N.gonorrhoeae, foi
realizada através de concentracdes conhecidas, obtidas em sete pontos de
deteccao, estabelecendo uma concentracdo de 0,022pg e 0,0025pg e um limite 14,2

e 22,6 de numero de cOpias gendmicas respectivamente.

d) A frequéncia das infec¢des clamidia (20,7%) e gonorreia (16,8%) encontradas em
mulheres atendidas na FUAM, foi um indicador importante, uma vez que nenhuma
das pacientes que aceitaram participar do estudo estavam em busca de testes para
deteccdo dos patdégenos. Além disso, uma frequéncia de 40% de mulheres que
tinham lesBes sugestivas de HPV também possuiam C.trachomatis e/ou
N.gonorrhoeae, o que reflete na importancia de se ter estes testes na rotina da
FUAM.

Por fim, esta pesquisa gerou um produto direcionado & FUAM e a todos os
envolvidos na busca de novos métodos moleculares na deteccéo de C.trachomatis e
N.gonorrhoeae (Apéndice D), com o objetivo de mostrar a importancia da utilizacao
do teste gPCR multiplex in house, na Fundacdo Alfredo da Matta, Manaus,

Amazonas.
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ANEXO Il - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

SECRECAO CERVICAL E URETRAL
KIT QIAGEN DNAeasy

Preparo da amostra

1) Homogeneizar as amostras diretamente do tubo durante 30 segundos em
vortex.

2) Transferir 200ul das amostras para um tubo eppendorf 1,5ml identificadas
corretamente.

Reacdao de lise

3) Adicionar 200ul de Buffer AL.

4) Adicionar 10ul de Proteinase K.

5) Incubar a 56°C durante 1hora e 30minutos. Vortexar durante 20 segundos.

6) Adicionar 200ul de etanol absoluto (96-100%). Apés isso, fazer um spin.

7) Pipetar (P1000) a mistura na coluna de extracdo QIAGEN e adicionar um tubo
coletor.

Extracdo de DNA

8) Centrifugar a coluna com o tubo coletor a 8.000 RPM por 2 minutos.

9) Descartar o tubo coletor com o seu conteudo.

10) Colocar a coluna em novo tubo coletor e adicionar 500ul de Buffer AW1
(QIAGEN).

11) Centrifugar por 1 minuto a 8.000 RPM.

12) Descartar o tubo coletor com o seu contetdo.

13) Colocar a coluna em um novo tubo coletor e adicionar 500ul de Buffer AW2
(QIAGEN).

14) Centrifugar 4 minutos a 13.300 RPM, para secar a membrana.

15) Descartar o tubo coletor.

Eluicdo do DNA

16) Colocar a coluna em tubo coletor de 1,5ml.

17) Adicionar 60ul de Buffer AE na membrana.

18) Incubar em 1 minuto a temperatura ambiente.

19) Centrifugar por 2 minutos a 8.000 RPM para eluir o DNA.
20) Armazenar o DNA extraido a -20°C.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa intitulada:
“DETECCAO DE Chlamydia trachomatis E Neisseria gonorrhoeae, POR gPCR
MULTIPLEX, EM MULHERES, ATENDIDAS NA FUNDA(;AO ALFREDO DA MATTA
(FUAM-AM)” desenvolvida pela Fundacdo de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo
da Matta (FUAM-AM) localizada na rua Codajas, n° 24, Bairro Cachoeirinha, CEP: 69065-
130. Este estudo tem como objetivo descrever o desempenho de um método de diagndstico
molecular eficaz para identificar dois tipos de infec¢cdes sexualmente transmissiveis,
causadores da doencga clamidia e gonorreia.

Para participar da pesquisa, vocé devera ser do sexo feminino, ser maior de 18
anos, apresentar ou ndo corrimento vaginal, ou ter parceiro com presenca de corrimento,
onde serdo classificadas de acordo com a presenca (sintomaticas) ou auséncia de
corrimento vaginal (assintomaticas). Caso aceite, vocé sera examinada e ira realizar uma
coleta no Setor de IST, da Fundacéo Alfredo da Matta (FUAM), com a médica ginecologista
ou uma profissional responsavel. A coleta serd realizada através de um instrumento
chamado espéculo esterelizado descartavel ou “bico de pato”, e uma escova para coleta
endocervical, que serd coletada da parede interna da vagina ou do colo do utero e
transportada para um tubo especifico. Vocé podera sofrer um leve desconforto na hora da
coleta, mas sem nenhum risco de lesao.

Os resultados servirdo para possivel implementagdo do teste na rotina de
atendimento no Sistema Unico de Salde(SUS). Serdo prestadas todas as orientagdes
necessarias pelo profissional da saude, e os resultados serdo disponibilizados no seu
prontuario. As informacbes fornecidas serdo confidenciais. Seu nome ou o material que
indique a sua participacdo nao serd liberado sem a sua permisséo, com isso, vocé nao sera
identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

Vocé tera disponibilidade de novas consultas nesta unidade ou, se necessario, em
outros centros de referéncias regionalizados. O tratamento, quando indicado, seguird as
recomendacdes do Ministério da Saude e os medicamentos lhe serdo entregues
gratuitamente, caso necessario. Vocé é livre para recusar-se a qualquer momento de
participar da pesquisa e retirar seu consentimento, sem prejuizo de atendimento. Solicito a
sua autorizacdo para a coleta do material para que este estudo atinja os objetivos propostos.
Este documento esta em conformidade com a resolucao 466/12 CNS/CONEP, que trata do

respeito a dignidade humana e o livre consentimento esclarecido do participante.
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Declaro que concordo em participar deste estudo com o recebimento de uma copia
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ao qual, tive a oportunidade de

esclarecer todas as minhas duvidas.

Manaus, de de 2019

Assinatura Voluntaria

Assinatura pesquisador

Qualquer duvida referente ao estudo, entrar em contato com o Pesquisador Responsavel pela Pesquisa: Emily
Agatha de Moura Couteiro/ Fone: (92) 98251-7979 e pelo Comité de Etica em Pesquisa/FUAM-AM/ Fone: (92)
3632-5802.
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APENDICE B — QUESTIONARIO ADAPTADO

FUNDACAO ALFREDO DA MATTA

Variaveis epidemioldgicas das pacientes do estudo e itens necessarios para

YV V. V VY VY

criacdo de banco de dados através do programa de software Excel

Numero de ordem de participa¢do do paciente no estudo

Nome completo da paciente

Idade da paciente

Numero do prontuario cadastrado na ficha clinica da FUAM

Apresenta ou nao corrimento? Qual tipo? Tipo de corrimento: esbranquicado, purulento
(baseado na entrevista com a paciente e na ficha clinica do setor de IST da FUAM, se
necessario).

Apresenta odor? (quando ha presenca de corrimento)

Prurido?

Disdria?

Dispareunia (dor nas relacGes sexuais)? E/ou sangramento durante as rela¢es?

Apresenta verruga?

N2 de parceiro fixo e N2 de parceiro nos ultimos 3 meses

Uso de preservativo

Ja teve ou possui algum tipo de IST (Passado venéreo)?

E contato de parceiro com corrimento uretral?

Realizou teste para a deteccdo de clamidia ou gonorreia?

J4 ouviu falar sobre as doengas?



APENDICE C - MEMBROS DE PESQUISA
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Nome Profisséo Instituicéo
Dr. Milton Oz6rio Moraes Bidlogo FIOCRUZ/RJ
Dra. Fabiola da Costa Rodrigues Bidloga FUAM
Msc. André Luiz Leturiondo Farmacéutico Bioquimico FUAM
Msc. Cynthia de Oliveira Ferreira Farmacéutica Bioquimica FUAM
Msc. Camila Gurgel dos Santos Biomédica FUAM
Flavia de Jesus Padilha Médica Ginecologista FUAM
Ana Claudia A.L. Chaves Camilo Enfermeira FUAM
Lucilia de Fatima Santana Jardim Enfermeira FUAM
Maria de Lourdes Ribeiro Enfermeira FUAM
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APENDICE D - PRODUTO

NOTA TECNICA SOBRE A IMPORTANCIA DO USO DO ENSAIO MOLECULAR
qPCR MULTIPLEX IN HOUSE E A IMPLEMENTACAO DO PROTOCOLO NO
DIAGNOSTICO DAS INFECCOES CLAMIDIA E GONORREIA NA ROTINA DA
FUNDACAO ALFREDO DA MATTA.

Emily Agatha de Moura Couteiro
Fundacéao Alfredo da Matta — FUAM
Universidade do Estado do Amazonas — UEA

Programa de pos-graduacéo em Ciéncias Aplicadas a Dermatologia

NOTA TECNICA

As infeccBes sexualmente transmissiveis (IST), acometem mais de um milhdo de
individuos diariamente, principalmente jovens sexualmente ativos (1). Vale ressaltar
gue a presenca de multiplos parceiros, 0 sexo sem preservativo e auséncia de
acesso aos servicos de saude acarretam na propagacdo da doenca, além de
ocasionar graves consequéncias a vida reprodutiva feminina quando nao
diagnosticadas precocemente. Apesar da Chlamydia trachomatis e da Neisseria
gonorrhoeae, apresentarem um grande agravo a saude publica, ndo séo infec¢des
de notificacdo compulsoéria, dificultando assim o levantamento epidemiolégico destas
(2,3).

Alguns métodos convencionais ainda séo utilizados para fins de diagndstico das
infeccdes causadas por clamidia e gonorreia, no entanto, demandam tempo e custo
guando comparados a técnica de gPCR in house. Esses testes, além de serem mais
sensiveis, apresentam menor tempo de execucao e menor prazo para a entrega dos
resultados do paciente. O CDC preconiza 0 uso de testes moleculares na rotina em
centros de referéncia para deteccdo de C.trachomatis e N.gonorrhoeae (4). A
utilizacdo deste ensaio permite a deteccdo em individuos assintomaticos, e fornece
também o0s requisitos necessérios para uma triagem efetiva. Os testes de
amplificacdo de &cidos nucleicos (NAAT), possibilitam alta sensibilidade e
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especificidade, além do tempo de processamento ser menor que as técnicas
tradicionais, como o isolamento por cultura e o de captura hibrida (5,6). A Unica
desvantagem que os testes moleculares podem apresentar sdo 0s gastos elevados
dos insumos. No entanto, ainda é possivel a reducdo de reagentes através de
concentragbes de iniciadores, sondas e volumes utilizados na reagdo, e

consequentemente sendo capazes de reduzir o custo significativamente (7).

As técnicas multiplex vém ganhando espaco na biologia molecular, pois possuem a
capacidade de amplificar dois ou mais alvos simultaneamente, oferecendo um
diagnéstico rapido e preciso, além de auxiliar no diagndstico clinico-laboratorial (8-
10). E importante destacar, que esta técnica apresenta normalmente uma alta
sensibilidade e especificidade, possibilitando o uso do teste na rotina como método

de diagndstico e diferenciacéo das infec¢des clamidia e gonorreia.

No ambito geral, esta nota técnica tem o objetivo de mostrar a importancia do ensaio
molecular gPCR multiplex in house, podendo detectar simultaneamente os alvos de
C.trachomatis e N.gonorrhoeae em pacientes assintomaticas e consequentemente
implementar na rotina laboratorial no centro de referéncia, Fundacdo Alfredo da
Matta (FUAM). Este teste esta contemplado na tabela de procedimentos do Sistema
Unico de Saude (SUS) sob o nimero 02.02.03.009-7 (Deteccdo de clamidia e
gonococo por biologia molecular), no valor de 60 reais por amostra.

Recomendacdes

Realizar novos estudos na Fundacdo Alfredo da Matta (FUAM) com protocolos
moleculares, com condi¢cdes de aprimoramento em busca do melhor desempenho

no teste, assim como um numero amostral maior.

Independentemente do estudo proposto ter sido utilizado por um método in house.
E necessario profissionais de satde capacitados (médicos e enfermeiros) para a
solicitagcdo deste ensaio, uma vez que ainda assim sejam testes moleculares com

custos elevados.

Torna-se fundamental a utilizacdo deste teste em individuos assintomaticos, pois
18,6% ndo possuiam sintomas sugestivos de infecgbes por C.trachomatis e

N.gonorrhoeae e possuiam o virus do HPV no colo do Utero, podendo ocasionar
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uma série de complicacdes e até mesmo agravar a situacdo de uma outra infeccao

existente.

Promover acbGes que possam garantir informacfes sobre outras doencas
infecciosas, meios de prevencdo e mudanca de comportamentos sexuais, com o
intuito de reduzir prevenir a disseminacdo das infecgcdes causadas por
C.trachomatis e N.gonorrhoeae, uma vez que sejam porta de entrada para o virus

da imunodeficiéncia humana (HIV).

Auxiliar no tratamento precoce e especifico, consequentemente reduzindo custos e

a prevencao de iatrogenias.

PROTOCOLO

> Arvore de classificacdo voltada ao manejo clinico e laboratorial das infec¢ées

causados por C.trachomatis e N.gonorrhoeae.

Coleta de amostra

Teste de
qPCR para B-
actina

/ N\

Negativo

}

Teste duplex in house Nova coleta

gPCR negativo |

para todos os | <
alvos
—————— |
gPCR positivo gPCR positivo — gPCR
para | para ~  ©Tmmemees positivo para
. C.trachomatis N.gonorrhoeae ambos
Rastreio de
]
outras IST !
v

Tratamento com antibiéticos

especificos
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» Procedimento Operacional Padrao (POP)

Elaborado: Rev.: Ne°:
LABORATORIO DE BIOLOGIA

MOLECULAR Aprovado: | Data: FI(s):

PROCEDIMENTO:

PCR em tempo real (qPCR) multiplex in house, por método duplex, na deteccéo das

bactérias C.trachomatis e N.gonorrhoeae
SECREQAO URETRAL E CERVICAL

1. DESCRICAO DO EQUIPAMENTO

O sistema de PCR em tempo real (qQPCR) StepOnePlus™ (Applied Biosystems), é

um instrumento de que contém 96 pocos perfeito para usuarios iniciantes e

experientes. Este sistema pode ser configurado em uma variedade de configuracdes

e vem pronto para uso imediato, com software intuitivo de andlise de dados e

controle de instrumentos. Utilizando robusta gravacao optica de 4 cores com base

em LED, o sistema gPCR foi projetado para fornecer resultados precisos e

guantitativo para uma variedade de aplicacdes de pesquisa genémica.

N =

o gk

2. INSTRUCOES:

Realizar o procedimento deste ensaio com cautela em todas as etapas;

Os responsaveis em executar este procedimento sdo os Técnicos de Laboratorio
ou Farmacéuticos, salvo em situacdes onde seja necessario a realizacdo do teste
por profissionais aptos em procedimentos de biologia molecular;

Antes de realizar a tarefa que se segue, certifique-se de que dispde de todo
material necessario para executa-lo, e ainda que 0s mesmos estejam na
validade;

Utilizar Equipamentos de Protecéo Individual (EPI);

Observar as Normas de Biossegurancga;

N&o realizar este procedimento, caso o0 material biolégico nédo tenha passado
pelo processo inicial (extracdo de DNA);

Checar se ha problemas no funcionamento do equipamento, assim como as
condigdes de termociclagem;

Diante de qualquer ndo conformidade, anota-la e comunica-la ao Responsavel
Técnico e/ou ao Sub-Gerente, Gerente de Laboratorios.
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3. EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI):

Jalecos de mangas longas, luvas de procedimento em latex, mascara e/ou protetor
facial, toucas descartaveis e 6culos de protecdo, quando necessarios.

4. ESPACO FISICO:

Sala especializada para procedimentos de PCR (preparo das reacdes, preparo das
amostras e analise do ensaio). Esta sala, deve ser climatizada e bem iluminada,
além de conter mesa de apoio para colocacdo dos materiais de uso, cabine de PCR

e cesto de lixo para amostras bioldgicas.

5. HIGIENE E CONSERVACAO DE MATERIAIS E AMBIENTE:

1. Certificar-se de que as mesas de apoio estédo limpos;

2. Certificar-se de que a lamparina esta abastecida;

3. Certificar-se de que hé recipientes para descarte dos materiais perfuro cortantes;

4. Certificar-se de que a lixeira estd com saco plastico de 1° uso;

5. Realizar o descarte dos materiais infecciosos adequadamente em recipiente
apropriado;

6. Ao término das atividades, realizar a desinfeccédo das superficies utilizadas como
apoio com solucao de hipoclorito de sédio a 2% ou alcool etilico a 70%;
6. MATERIAIS NECESSARIOS:

1. Pincel permanente;

2. Tubos Eppendorff 1,5mL;

3. Placa RT-PCR (Life Technologies);

4. Pipetas;

5. Ponteiras;

6. Suporte para amostras;

7. Filme adesivo para vedacgéao das placas.
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7. PROCEDIMENTOS TECNICOS:

7.1 Reagentes

REAGENTES X1*
H20 3,2 uL
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem) 10 uL
Primer Forward e Reverse do alvo plasmideo criptico
(C.trachomatis) — 300 nM (0,3 M) 06 ul
Primer Forward e Reverse do alvo porA (N.gonorrhoeae) 0.6 1L
— 300 nM (0,3 uM)
Sonda plasmideo criptico (C.trachomatis) — 200 nM (0,2 02 4L
uM)
Sonda porA (N.gonorrhoeae) - 200 nM (0,2 uM) 0,2 uL
DNA 4 uL
Total 20 pL

*Reacao por amostra em duplex

N =

oo

7.2 Preparo das reacoes:
7.2.1 Cabine de PCR

Utilizar Equipamentos de Protecéo Individual (EPI)

Ligar a radiagcéo ultravioleta (UV) na cabine de PCR por aproximadamente 15
minutos antes do procedimento;

Desligar a UV antes do iniciar o procedimento;

Antes de realizar a tarefa que se segue, certifique-se de que dispde de todo
material necessario para executd-lo, e ainda que 0os mesmos estejam na
validade;

Utilizar Equipamentos de Protecéo Individual (EPI);

Identificar corretamente o tubo eppendorff para inserir cada reagente necessario
para este ensaio (MIX);

O mix deve conter os pares de iniciadores F e R da C.trachomatis (Pasmideo
Criptico) e da N.gonorroeae (porA) e suas respectivas sondas, H20O e o Master
Mix, de acordo com as concentracdes padronizadas, assim como a quantidade
de amostras testadas no dia;

Aplicar o mix de reacdo nos pocos na placa de PCR em tempo real (qQPCR) com
auxilio de pipetas e ponteiras e tampar com papel aluminio para evitar
contaminacgao durante o transporte de uma sala a outra;

Descartar o material utilizado como: tubo de eppendorff para o mix das reacdes e
as ponteiras;
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10. Guardar os pares de iniciadores, sondas e o H.O em uma temperaturas a -20°C,
diferentemente do master mix que deve ser guardado em uma temperatura de
aproximadamente 9°C;

11.Limpar e Organizar a cabine de PCR antes de sair da sala;

12.Ligar novamente a UV na cabine de PCR,;

13.N&o é recomendado a saida da cabine de PCR e da sala durante a realizagcédo do
procedimento, pois ha chances de contaminacao;

14. Também ndo é recomendado permanecer na sala enquanto a luz UV estiver
ligada;

15.Ir para uma outra sala de procedimentos do laboratoério para a aplicacdo do DNA
na placa;

16.Diante de qualquer ndo conformidade, anota-la e comunica-la ao Responsavel
Técnico e/ou ao Sub-Gerente, Gerente de Laboratorios.

7.2.2 Aplicagdo do DNA na placa de gPCR

1. Limpar a bancada com alcool 70% e organizar as pipetas, ponteiras e lixo para
descarte de amostras biolégicas;

Organizar as amostras biolodgicas que serdo utilizadas na bancada;

Aplicar 4 yL de DNA de cada paciente conforme foi aplicado na placa de gPCR,
para identificacdo e analise dos resultados;

Vedar com filme adesivo especifico a placa de gPCR,;

Centrifugar a placa em 3.000rpm por 30 segundos

Colocar a placa para rodar no equipamento de qPCR;

Limpar novamente a bancada com alcool 70%.

wmn

NogaA

7.2.3 Rodar placa de gPCR no equipamento StepOne Plus (Applied

Biosystems)

Ligar o equipamento StepOne Plus;

Identificar o experimento e a corrida do instrumento (Padrdo — tempo estimado
de 1 a 2 horas até o término do teste);

3. Desenhar a placa de qPCR através do programa StepOne Software v2.1 com 0s
respectivos alvos;

Inserir a placa de gPCR ja centrifugada no equipamento;

Verificar as condi¢cfes termociclicas (2 min a 50 ° C e 10 min a 95 ° C, seguidas
de 40 ciclos de 15s a 95° C e a 60 ° C);

Descartar o jaleco, luvas, touca e mascara;

Aguardar o término do teste.

N =

ok

No
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7.3 Interpretagédo dos resultados

1. Interpretar e registrar os resultados encontrados;
2. Gerar um laudo e entregar ao profissional especializado no setor de IST da
FUAM, para que o paciente receba o tratamento imediato, se necessario.

RESULTADOS
C.trachomatis (plasmideo criptico) | N.gonorrhoeae (porA)
Ct (cycle threshold) < 35,7 Ct (cycle threshold) < 36,6
POSITIVO POSITIVO
Ct (cycle threshold) > 35,7 Ct (cycle threshold) > 35,7
NEGATIVO NEGATIVO

7.4 Gene constitutivo humano (B-actina)

Vale ressaltar que antes da realizacdo do ensaio em duplex, € necessario realizar o
teste molecular de qPCR na detec¢cdo do gene constitutivo humano (B-actina -
ACTB), assim como é feito para os demais patdgenos no laboratorio de biologia
molecular da Fundacdo Alfredo da Matta. A utilizacdo deste alvo em ensaios

moleculares, possibilita uma melhor anélise, pois serve como controle de qualidade
das amostras.
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