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ﬁ FOCO DE ANALISE

Doencas infecciosas
Doencas hematologicas



Parte I
Generalidades
Fase pre-analitica
Extracao de acidos nucléicos
Técnicas moleculares

Parte |
Diagnostico virologico
Diagnostico bacterioldgico
Outras aplicacoes
Conclusoes



ﬁ Metodologias

Molecular Imunofluorescéncia

Cultura



Introducao de técnicas
ﬁ moleculares no laboratoério

Qual organismo vai ser detectado?
Que amostras clinicas vao ser analisadas?

O teste € sensivel, especifico e de execucao
rapida e facil?

Como padronizar a técnica?

E clinicamente Gtil?



Introducao de técnicas
ﬁ moleculares no laboratoério

Dificuldades de implantacao
custo
dificuldades técnicas
falta de beneficio clinico

Falta de sensibilidade de alguns métodos

alta sensibilidade analitica pode ser traduzida em
alta sensibilidade clinica?



Introducao de técnicas
moleculares no laboratorio

Consideracoes da amostra
Tipo de amostra: sangue, escarro, urina, LCR...
Coleta: anticoagulante...

Volume a ser processado

Quantidade de acidos nucléicos estranhos
Propriedades fisicas da amostra: liquido, swab...
Presenca de inibidores de amplificacao



Introducao de técnicas
moleculares no laboratorio

Consideracoes do organismo:
Quantidade do organismo na amostra

Resisténcia da parede celular a lise:
micobactérias, fungos...

Tendéncia a lise espontanea: micoplasmas

Esterilizacao da amostra durante a
preparacao: HCV, HIV, micobactérias...



Introducao de técnicas
ﬁ moleculares no laboratorio

Caracteristicas do acido nucléico:

RNA versus DNA
Fita dupla versus fita simples

Requerimento de isolamento de RNA ou DNA puro:
guantificacado de HIV sem amplificar o provirus.



I

Enviar ao laboratorio no menor tempo
possivel

Opcoes de transporte:
In natura: tecidos
Sob refrigeracao
Congelado (gelo seco)

Meios de transportes:
Swabs: Amies, Stuart...



ﬁ Tipos de amostras

Sangue
EDTA, Citrato de
sodio
Heparina:
Inibidor da PCR
_CR
_igquido amnidtico
_ig. pleural/sinovial
Urina

Frasco estéril

Secrecoes
respiratorias
Escarro

LBA

Swabs
LesOes pele
Nasofaringe/nasal
Vaginal...

Fezes



%% %



Captura Hibrida

> >

Captura dos Hibridos com

Liberac&o dos Acidos Hibridizacao da sonda de — )
Nucléicos RNA com o DNA alvo Ac especificos (Anti-
45 min 60 min DNA:RNA
30 min
>
Ligac&o de Ac conjugados com Deteccao atraves do
Falc (Amp. Sinal ~30007 ) substrato quimioluminescente

20 min 5 min



Deteccédo direta de microrganismos em amostras clinicas ou
identificacdo rapida dos isolados em cultura.



ﬁ Macro-fluxo Biologia Molecular

)

Extracdo DNA/RNA
Amplificacao (PCR)

v

Deteccdo de amostras



biologia molecular
WORK FLOW

ﬁ Design do laboratério de




Controle de contaminacoes

Uso de salas e equipamentos
adequados

Inativacao de produtos de PCR

Uso de UV

Inativacao fotoquimica
Psoraleno
Isopsoraleno

iInativacao enzimatica
dTTP  dUTP + Uracil-N-
glicosilase



ﬁ Controle de contaminacoes

Preparacéo dos reagentes Adicao de amostras



Processamento das amostras
ﬁ para extracao de acidos nucléicos

Sangue

Fracionamento
Plasma
Linfocitos/mononucleares
Sangue total

LCR
Baixo indice de inibicao
Extracao simples/fervura



Processamento das amostras
para extracao de acidos nucléicos

Amostras respiratorias
Requerem extracao
Liquefacédo antes da extracao (DTT, Fluimucil )

Tecidos

Digestao com proteinase K
Desparafinizacao

Urina e outros fluidos corpdreos
Requerem extracao

Swabs:
Alguns testes nao requerem extracao



ﬁ Extracao de acidos nucléicos

)* 3

+



Extracao de acidos nucléicos

Digestaol/lise

. 2

Precipitacao
DNA/RNA

. 3

Recuperacao
do DNA/RNA

e SN

“~

Amostra

Método Manual

,\\

PCR

Digestaol/lise

. =

Captura
DNA/RNA

. 3

Recuperacao
do DNA/RNA




ﬁ Extracao de acidos nucléicos

[



ﬁ Extracio de DNA/RNA



PCR:
Polymerase Chain Reaction

Descrita por Kary Mullis em 1983

Primeira publicacao com aplicacao
oratica desta técnica ocorreu em
1985

Saiki et al. Enzymatic amplification of b-globin
genomic sequences and restriction site
analysis for the diagnostic of sickle-cell anemia.
Science 230:1350-54







ﬁ PCR



ﬁ PCR-Principios Basicos

DNA Polimerase

Sintese da cadeia complementar utilizando
uma das fitas como molde



ﬁ PCR-Principios Basicos



PCR-Principios Basicos

DNA Polimerase

/

Anelamento dos primers

55~65C Amplificagdo (72C)

Primer’s determinam a regido a ser copiada
(Amplificada)




ﬁ PCR-Principios Basicos

90 A
80 -

70 A

60 -

[

L %% %




PCR-Principios Basicos

| 4

Desnaturagao

Hibridizacao

Extensao DNA
inicial



§

89:9 <=>::9

PCR




PCR Convencional

>

Amplificacdo (PCR) 2-4h Eletroforese
30 —40 min

- <J

Fotodocumentacao Deteccao (Brometo de etidio)



Sensibilidade das técnicas de
ﬁ amplificacao de acidos nucléicos

# copias 10° 10° 102 1
| | | | | | | | ]

Sondas com enzimas

Amplificacao de acidos nucléicos



ﬁ Sensibilidade

A técnica de PCR é extremamente
sensivel, podendo detectar a presenca
de 1 Unica copia de DNA alvo na

amostral
?




Sensibilidade das tecnicas de
amplificacao de acidos nucléicos

Amostra

imL | —

Extracao/concentracao PCR

VU
kit

— 5

/
TN




Sensibilidade das tecnicas de
ﬁ amplificacao de acidos nucléicos

Num mundo perfeito_ N Extracao/concentracao PCR
. W

L e
=8\

| —p 5 L
@9 A9 m*

i
VU




Sensibilidade das tecnicas de
ﬁ amplificacao de acidos nucléicos

No mundo real...

Extracao/concentracao

I A

> —>5nL W
-
?

SO0k | e®e®

Qual a real probabilidade de se ter um resultado positivo?




Sensibilidade {I;‘ “

Probabilidade de resultado negativo para
amplificac&o de alvos com poucas copias:

L % de FreqUéncia de
No. Copias: “dropouts” “dropouts”
1 37 lem3
5 0,7 1 em 150
10 0,004 1 em 22.000

20 2.06 x 1077 1emb5x 108




PCR no diagndstico microbiologico

Porque PCR?
Réapido (1 dia X varios dias pela cultura)
Ex: virus, TB, Clamidia

Mais sensivel que a cultura

Aplicavel na deteccao de patdogenos nao cultivaveis
Ex.: Coxsackievirus A1-A6, Parvo B19, HPV




ﬁ PCR tem limitacoes?
SIM!
Inibicéo
Contaminacao

Sensibilidade analitica vs. Sensibilidade clinica




ﬁ Diagnostico viral




HIV e Hepatites

Agente Pesquisado Material clinico sugerido Metodologia

Plasma PCR TR/conv
Virus da Hepatite B Plasma PCR TR/conv
Virus da Hepatite C Plasma PCR TR/conv




Carga viral e progressao para SIDA
(Mellors et al. 1996)

Carga n c/ SIDA mortes mortes mortes
viral ap6s 5 apo6s5 apos7 apbs 10
anos anos anos anos
<5.300 45 8% 0 2 17
5.300 - 45 26% 1 6 25
12.900
12.900 - 45 49% 10 22 32
37.000

>37.000 45 62% 23 31 34




HIV e Hepatites

PCR Qualitativo PCR Quantitativo Genotipagem
Positivo/Detectavel Carga viral HIV: “B”, “C”
Negativo/Indetectavel i i  Cdpias/mL

f1 Ul/mL . § HCV:“la’, “3b”

-----------------------------------------------------------------------------------------------------

SENSIBILIDADES DIFERENTES
OBJETIVOS DIFERENTES

-------------------------------------------------------------------------------------------------------

e EEEEEsEEEEEEEAEEEEEEEEAsEEEEsssEEEEsssssEEEsssssEEEEsd S EEEEEEEEESEEEESSESEEEESSEEEEEESssEEEEEsssssEEEssssEss s s e Em A s s A EEEEEESSEEEESESSSEEESSSsAEEESESSsEEEEEEEsd



Exemplo: V irus Hepatite C

NS NN EE NN NN NS NN EEEE NN EEE NN EEEE NS EEE NN EEEE NN EEEE NN EEE NN EEE NN NN NN NN EEE NN EEE NN NN EEE NN EEE NN EEE NN EEEEEEEEEE Ao ew e e gas PN e e e e e

controle de pacientes com doenca cronica
controle de tratamento

niveis pré-tratamento sdo importantes para prever resposta do
paciente ao tratamento com alfa interferon

diagnostico antes da soroconversao
casos de sorologia negativa
casos de sorologia indeterminada

investigacao de pacientes com hepatite cronica e autoanticorpos (que
levam a sorologia falso-positiva

persisténcia apos transplante hepatico



Virus Hepatite C
Genotipagem

Resposta sustentada
Interferon+Ribavirina

B <2 milhGes
E >2 milhdes

NONNN NN

Genatipo 1 Genétipo 2/3




ﬁ Chlamydia trachomatis

Bactéria gram negativa, intracelular.
Doenca infecciosa de transmissao muito frequente;
Infeccdes assintomaticas: 50% dos homens & 70 % das mulheres:
Infeccao primaria assintomatica ou com sintomas leves:
nao detectada;
nao tratada
nao reportada

Impacto no sistema reprodutivo feminino
-25% infeccdes ndo tratadas levam a DIP
.20% casos de DIP infertilidade
.18% dor pélvica persistente
9% gravidez ectopica



Sensibilidade dos métodos de
deteccao de Chlamydia trachomatis

Sensibilidade =n° minimo de élulas infectadas detesieis

1 10t 102 10® 10% 10> 10°¢

Amplificacdode DNA

Cultivio celular
IFD

sondas de |DNA

ELISA

A escala mostra o numero de EBs (em escala logaritmica)
detectavel para cada metodo (adaptado de BLACK, 1997)



Triagem para Chlamydia
trachomatis

Mulheres:
Teste Amplificacédo (PCR):
Swab endocervical e urina
Teste de Hibridizac&o, ELISA; IFD:

Somente para swab endocervical
Homens:
Teste Amplificacdo (PCR):
Teste de escolha para swab uretral e urina

Teste nao-moleculares ou cultura;
Aceitavel para swab uretral.

Testes nao-moleculares: nao recomendados para urina e
swab vaginal (nao ha teste aprovado pelo FDA)

MMWR 51:0ut.. 2002



ﬁ Novas tecnologias



ﬁ Amplificacdo DNA/RNA

I

PCR convencional PCR Tempo Real



ﬁ PCR em Tempo Real



ﬁ PCR em Tempo Real

Tag DNA
] polimerase
LUOROFORG
dATP
dGTP
geTe Primers

dTTP



| Monitorando o PCR com SYBR Green






ﬁ PCR Tempo Real



Curvas de amplificacao e PCR
guantitativo



ﬁ Analise das curvas de Melting

=

Qb
> O <:|
OB
OB
OB
-




ﬁ Beneficios das curvas de fusao

Confirmacao da sequéncia do produto de PCR.
Alta especificidade: cada produto de DNA tem seu
T, proprio.

O capilar usado ¢é fechado eliminando o risco de
contaminacao.

Diferencia produtos de PCR especificos dos
iInespecificos.

Possibilidade de genotipar SNPs e detectar
mutacoes.







ﬁ Molecular probes

A G

O0O>00
DO AOO0

Emissao de Luz




Sondas FRET

Absorcao  sem Emisséo o
ADbSOrcac preT Emissao

+ 49 >0A
5
5




Sondas FRET

Representacao esquematica da analise
experimental de mutacgoes



Analise das curvas de Tm para
ﬁ diferentes genotipos



ﬁ Patogenos Respiratorios

Bactérias: Virus
Bordetella pertussis RSV
M. pneumoniae Influenza
C. pneumoniae Parainfluenza

Adenovirus
Enterovirus/Rinovirus

Legionellaspp
M. tuberculosis

Fungos
P. carinii

Novos Agentes?




ﬁ Virus Respiratorios:

1: Urina
2: Sangue
3: LCR



Infeccao Respiratoria
ﬁ Deteccao de Agentes Virais Classicos

Influenza A
Parainfluenza 1

Influenza B

RSV .
Parainfluenza 3



ﬁ Infeccao Respiratdria: Novos virus



Bocavirus humano

Relacdo e semelhanca a:

88 @ _$ J )

BO CA

Primeira descricao do virus:
2005
Instituto Karolinska, Estocolmo, Suécia
Projeto de triagem para novos virus
nao cultivavel



ﬁ Infeccao Respiratoria: Novos Virus




ﬁ Deteccao de Rinovirus

$ - ' $

I =



I

Prevaléncia de VR em amostras de
criancas com brongueolite

PCR Tempo Real

BOV MPV RNV A IB RSV P11 P12 P13
TOTAL 329 329 323 322 322 322 322 322 322
PREVALENCIA 13,07 14,89 25,39 30,75 10,56 49,69 2,80 0,00 9,32




ﬁ Infeccao Respiratoria

I PCR Tempo Real
3, 7% A 20,9%
0,3% 1B 6,7%
42.2% RSV 49,5%
0,0% PI1 1,5%
0,0% Ple 0,44%
2,9% o 5,8%
Rinovirus

Metapneumovirus

Bocavirus



Presenca de Bordetella pertussis em
amostras respiratdrias de criancas

g N

PI-3 +

o Amostra |dade BP + RSV +
10%

14 3m ++

23 la ++

35 8 m +++

36 2m ++++

54 5m +++ -

56 1m ++++
n=78 57 1la +++

60 5m ++ +




ﬁ Patogenos Respiratorios Bacterianos

Mycoplasma
pneumoniae

Bordetellaspp

~ B.pertussis
B.parapertussis



Diagndstico Molecular das
ﬁ Infeccoes Virals do SNC

PCR em Tempo Real

Multiplex:
Enterovirus
Herpes Simplex Virus
Varicela-Zoster Virus

ReadSJet al.
-J Clin Microbiol 1999, 37:1355
-J. Clin Microbiol 2001, 39:3059®



Diagnostico Molecular das
Infeccoes Virals do SNC

ETV HSV1/2

VZV

Sensibilidade:
~ 10 copias/mL



Meningites bacterianas

Gram:
rapido
sensibilidade: 25% dos positivos quando Streptococcus
<103 bactérias/mL;

o pneumoniae
60% quando 103 - 10° bactérias/mL . .
Cultura Neisseria
uitu _ meningitidis
sensivel, porém 13% falso-negativo | . . :
Listeria Haemophilus
24-48 hs :
| ' influenzae

}



ﬁ Deteccao de M. tuberculosis:

Exame direto
(Ziehl-Neelsel)

Cultura (+) PCR
(3~8 sem.)



ﬁ PCR para M. tuberculosis

@ 8 = 4 A
Controle
Interno
M.Tb /

Limite de detecao: 650 ¢pias (Qcmb)
(Exame direté 10°/mL; Cultura ~ 1&/mL)



PCR: Sensibilidade para detectar
ﬁ Mycobacterium tuberculosis

1P2

Esfregaco + Esfregaco —

Cultura + Cultura +
% K: A9
% K4 8
% @99 L4
% KL >|
% KA A>
M N % K9 A=

O % @99 K8




PCR Multiplex:

Deteccao simultanea de 4 patdégenos em efusdo de ouvido medio:

% oL N\
6\1’6 ((O(\\ L ANS “\\6«
W @ O
\e\‘\(\ 6Q0 P\‘O\‘\ ‘G
> > > > ;
4 universal
237 pb
264

nb
484 pb
525 pb




PCR para patogenos do ouvido médio

M 1 2 3 4 5 6 7 8& 10 11 12 13

6. EJ OD =M. catarrhalis
1. Controle negativo 7.YL OD = negativo

2. Alloiococcus otitidis 8. YL OE =S. pneumoniae |
3. M. catarrhalis 9. PS OE H. influenzaeM. catarrhalis

: 10. PM OD =A. otitidis,
451. g Influenza_e 11. P M OE =M. catarrhalis
- 2. pneumoniae 12. V P OD =H. influenzae
13. V P OE H. influenzae






ﬁ Diarréias virais
$

1 NQ$ P2

5 !
M

$






ﬁ Norovirus

PCR Convencional (Nested)

Tempo estimado: 1 dia



ﬁ Norovirus

>



ﬁ Norovirus

PCR em Tempo Real

Tempo estimado: 1,5 h.




ﬁ Resultados parcials

RT/PCR tempo real
B AS n= 52

$BL ©@AA4P positivas= 16— -

RT/PCR tempo real
Notal = 181
positivas= 30— 16,6%




Deteccao molecular de rotavirus —
PCR em Tempo Real



Amplificacao de acidos
nucléicos (NAT) no Banco
q de Sangue



Diminuicao da Janela Imunologica
com o uso do NAT

Testes imunoldgicos: HIV HCV HBV

Dias 22 66 56
(Média) (6-38) (38-94) (25-109)
Diminuicao da janela 14 26

Imunoldgica com NAT 6
(Procleix HIV’1/HCV Assay)

*Comparado com p24

Assal A et al. Transf Clin Biol 2003, 10:217-26
Kolk DP et al. J Clin Microbiol 2002, 40:1761-6



ﬁ Banco de Sangue

HCV

HIV-1




ﬁ Toxoplasma gondii

3 M DDD

% ‘9



ﬁ Toxoplasma gondii

% L



ﬁ Toxoplasma gondii

$
$

94 -



ﬁ Seguenciamento de DNA






ﬁ Analise da sequéncia

Blast: homologia com banco de dados



1 # 6 _ 1

Regibes conservadas

16S rDNA:

CAT TGT AGC ACGTGT GTA GC TAC CGC GGC TGC TGG CAC

Primers Universais @

Regibes Variaveis
|

* Produto de PCR

Seqglienciamento do
produto de PCR







Sequéncia parcial do gene 16S rRNA de
pactéria desconhecida

ttgatcctgg ttcaggacga acgctggegg cgtgcctaat acatgcaagt
agaacgcaca ggatgcaccg tagtttacta caccgtattc tgtgagttgc
gaacgggtga gtaacgcgta ggtaacctgc ctggtagcgg ggaaaactat
tggaaacgat agctaatacc gcataagaac atttactgca tggtagatgt
ttaaaaggtg caaatgcatc actaccagat ggacctgcgt tgtattagct
agtaggtgag gtaacggctc acctaggcga cgatacatag ccgacctgag
agggtgatcg gccacactgg gactgagaca cggcccagac tcctacggga
ggcagcagta gggaatcttc ggcaatgggg gggaaccctg accgagcaac
gccgegtgag tgaagaaggt tttcggatcg taaagctctg ttgttaagga
agaacgagtg tgagaatgga aagttcatac tgtgacggta cttaaccaga
aagggacggc taactacgtg ccagcagccg cggtaatacg

Submeter sequiéncia a um banco de dados










ﬁ Mycobacterium massiliense

Mycobacterium abscessus/chelonae:
M. bolletti
M. massiliense




= ldentificacao do microrganismo

L@



ﬁ Biochips

Hibridizacao do produto de PCR (15 min)

A A
Bl O O 0 0 O




PapilloCheck®
ﬁ Biochip para deteccao de HPV

OC (OC 0C (0C OC PC PC PC PC PC

HREEEDDDDOD




PapilloCheck®: Array Design

Green channel (532 nm)

Red channel (635 nm)

orientation control

hybridization control

|

PCR-control

printing-control

sample-control

HPV-type specific probes

ww 8°¢






Embora tenha grande poder de
amplificacao, seria um erro supor
gue a PCR possa substituir
iIntegralmente os métodos
microbiologicos



PCR: aplicando ao
laboratorio clinico

Embora tenha grande poder de
amplificacao, seria um erro supor que
PCR possa substituir integralmente os
metodos microbiologicos

Os testes de PCR devem estar
dirigidos para diagndstico de agentes
cujo cultivo é:

trabalhoso
demorado
caro

nao disponivel



Historico Weinmann

ﬁ Inicio das atividades: 1996

Exames realizados: 1999




Exames realizados: 2006




Evolucao 1999 — 2006

NUMERO DE EXAMES

16000

W 14000 /
5 12000
L
w 10000 o~
S 8000 - /
L
= 6000
(D)
2000 ¢
0 I I I I I I
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

ANO

Crescimento de 510% em 7 anos




ﬁ Contatos

Viademir Cantarelli, PhD
vcantarelli@weinmann.com.br

Biologia Molecular
33143850



