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RESUMO

Os virus zika (ZIKV), dengue (DENV) e chikungunya (CHIKV) sdo as arboviroses mais
prevalentes nas Ameéricas. Elas compartilham o mesmo vetor, 0 mosquito Aedes aegypti, se
sobrepdem em areas endémicas e possuem sintomas clinicos semelhantes nos estagios iniciais da
doenca. Essas, arboviroses nos ultimos anos, aumentaram sua &rea de endemicidade e séo
consideradas como um grande problema de salde publica. Isso reforcou a necessidade do
desenvolvimento de testes laboratoriais para confirmar a infec¢do por essas viroses. Esses testes
devem ser rapidos, especificos, eficientes, econdémicos e faceis de serem realizados, permitindo
que possa ser feita a identificagdo dos virus nos pacientes que apresentarem os sintomas da
doenca. Este trabalho propds a padronizacdo de protocolos para a identificacdo dos géneros
Alphavirus e Flavivirus, além da detec¢do simultanea dos virus ZIKV, DENV e CHIKV em uma
Unica reacdo e diferenciacdo dos sorotipos do virus DENV. Para isso foram utilizados nove pares
de oligonucleotideos iniciadores ja descritos na literatura que se mostraram sensiveis e
especificos a sequéncia alvo dos virus. Trés modalidades diferentes da RT-PCR foram utilizadas
para atingir este proposito: a RT-PCR Duplex, a RT-PCR Multiplex e a Nested RT-PCR. Na
reacdo RT-PCR Duplex foi possivel observar apenas o produto amplificado pelo par de
oligonucleotideos iniciadores FG1/FG2, mostrando que o par de oligonucleotideos iniciadores
cM3W/M2W apresentou baixa sensibilidade. Na reacdo RT-PCR Multiplex, foi possivel
observar apenas os produtos amplificados pelos oligonucleotideos iniciadores DEN-F/DEN-CR e
ZIKVEN-F/ZIKVEN-R, porém nédo foi possivel observar o produto dos oligonucleotideos
iniciadores CHIKF/CHIKR, no entanto, quando a reacdo foi realizada separadamente foi
possivel observar todos os produtos amplificados por cada um dos oligonucleotideos iniciadores.
Na reacdo Nested RT-PCR, observamos apenas o0s produtos amplificados pelos
oligonucleotideos iniciadores DEN-F/DEN-CR, DEN-1 e DEN-2. Esses resultados mostram que
ainda € necessario a otimizacao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e das reagdes para
aumentar a sensibilidade dos testes realizados neste estudo para que se possa padronizar um teste
para a deteccdo das trés arboviroses aqui descritas.

Palavras-chave: Arboviroses, teste laboratorial, deteccdo, RT-PCR.



ABSTRACT

Zika (ZIKV), Dengue (DENV) and Chikungunya (CHIKYV) viruses are the most prevalent
arboviruses in the Americas. They share the same vector, the Aedes aegypti mosquito, overlap in
their endemic areas and have similar clinical symptoms, especially in the initial stages of the
infection. In recent years, these arboviruses have increased their area of endemicity and it has
been considered a major public health problem. This reinforced the need for the development of
laboratory tests to accurately confirm infections by these viruses. These tests should be rapid,
specific, efficient, cost-effective and easy to perform, allowing identification of viruses in
patients presenting the disease symptoms. This work proposes the standardization of protocols
for the identification of the Alphavirus and Flavivirus genera, as well as the simultaneous
detection of ZIKV, DENV and CHIKYV viruses in a single reaction and differentiation of DENV
serotypes. For this, nine pairs of primers already described in the literature which were sensitive
and specific to the virus target sequence were used. Three different RT-PCR modalities were
used to achieve this purpose, Duplex RT-PCR, Multiplex RT-PCR and Nested RT-PCR. In
Duplex RT-PCR reaction, it was only possible to observe the product amplified by primer pair
FG1 / FG2, showing that primer pair cM3W / M2W was not as sensitive. In Multiplex RT-PCR
reaction, it was only possible to observe the products amplified by DEN-F / DEN-CR and
ZIKVEN-F / ZIKVEN-R primers, but CHIKF / CHIKR product was not observed, however,
when the reaction was performed separately it was possible to observe all products amplified by
each of the primers. In Nested RT-PCR reaction, it was possible to observe only the products
amplified by the primers DEN-F / DEN-CR, DEN-1 and DEN-2. These results show that it is
still necessary to optimize the primers used and the reactions to increase the sensitivity of the
tests performed in this study so that a test can be standardized for the detection of the three
arboviruses described herein.

Keywords: Arboviruses, Laboratory test, Detection, RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, as arboviroses se tornaram um grande problema de satde publica nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Isso deve-se ao fato do grande nimero de casos de
doencas causadas pelos arbovirus que acometem o ser humano (VASCONCELOS; CALISHER,
2016). O virus dengue (DENV) juntamente com os virus zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV), sdo
as arboviroses mais prevalentes das Américas e sdo responsaveis por problemas de salde,
econdmicos e sociais para as populacdes que vivem em é&reas endémicas (RODRIGUEZ-
MORALES, 2016).

Esses trés arbovirus sdo transmitidos para os humanos através da picada do mosquito do
Género Aedes (A. aegypti e A. albopictus). Por isso, além de ocorrer a co-circulacdo desses virus em
um mesmo local, é possivel que ocorra a infeccdo por duas ou pelas trés viroses simultaneamente
(MUSSO et al., 2015). Esses arbovirus podem causar uma variedade de doencas como febre
hemorréagica e encefalite e os sintomas classicos das trés infeccdes incluem febre, dor de cabeca, dor
muscular, erupgdes cltaneas e artralgias. Devido a isso, o diagnostico clinico diferencial dessas trés
arboviroses € dificil de ser realizado principalmente na fase aguda da doenca onde os sintomas sdo
similares (BRONZONI, 2005).

No Brasil, em 2016, foram confirmados 126.395 casos de infeccdo pelo ZIKV, dos quais
seis evoluiram para dbito, aléem do aumento da incidéncia dos casos de malformacéo congénita; em
relacdo ao DENV, 1.487.924 casos provaveis de infeccdo sendo 826 casos graves e 609 Obitos e
263.598 casos provaveis de infeccdo pelo CHIKV sendo 159 6bitos (BRASIL, 2016).

O fato dos sintomas das trés infeccdes se sobreporem e a ocorréncia delas em éareas
endémicas leva a necessidade dessas viroses serem testadas simultaneamente. O diagnostico das
infeccGes causadas por arboviroses sdo na maioria das vezes realizados através de testes
sorolégicos, porém eles podem obter resultados falso-negativos se for realizado nos primeiros dias
da doenca ou podem ocorrer reacdes cruzadas de anticorpos com antigenos de viroses pertencentes
ao mesmo género (CDC, 2016).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR) pode ser
utilizada como um potencial teste rapido, especifico e sensivel para deteccdo de DENV, ZIKV e
CHIKYV simultaneamente em amostras clinicas aléem da determinacdo dos sorotipos de dengue. Este

método poderia aprimorar o diagnostico e diferenciacdo dos sorotipos de determinadas viroses
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principalmente em areas tropicais onde o sistema de salde publico possui recursos limitados
(CALVO, 2016; CDC, 2016).

Por este motivo, foi proposto uma adaptacdo dos protocolos descritos por Bronzoni et al,
2005; Faye et al, 2008 e Lanciotti et al, 1992, para a identificacdo de Alphavirus e Flavivirus,
deteccdo dos virus DENV, ZIKV e CHIKYV simultaneamente, além da diferenciacdo dos sorotipos
do virus dengue pelas técnicas RT-PCR Duplex, RT-PCR Multiplex e a Nested RT-PCR.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ZIKA
2.1.1. Epidemiologia

O ZIKV foi primeiramente isolado em 1947 em primatas (macacos rhesus) na floresta Zika,
em Uganda, pais localizado no continente Africano (DICK et al., 1952 cap. 1). Um ano depois, 0
virus foi novamente isolado, desta vez do mosquito Aedes africanus, na mesma floresta, durante
uma pesquisa sobre febre amarela (DICK et al., 1952 cap. I). Estudos soroldgicos realizados
posteriormente mostraram que o virus também poderia infectar seres humanos, reportado por varios
paises do continente africano, mostrando que o virus possui uma ampla distribuicdo geogréafica
(DICK et al, 1952 cap. II).

Apo6s 8 anos, em 1954, foi relatado os trés primeiros casos de infecgdo pelo virus zika em
seres humanos na Nigéria (MACNAMARA,1954). Somente em 2007, ocorreu o primeiro grande
surto de zika nas ilhas Yap, Micronésia, localizada no Oceano Pacifico, onde aproximadamente
73% da populacdo foi infectada pelo virus e aproximadamente 18% das pessoas infectadas
desenvolveram a doenga com sintomas (DUFFY et al., 2009).

Ja o0 segundo grande surto epidémico foi reportado em 2013 na Polinésia Francesa com
aproximadamente 11% da populacdo infectada associada a complicacdes neuroldgicas e autoimunes
(CAO-LORMEAU et al., 2014). Entre 2013 e 2014 subsequentes surtos foram relatados nas ilhas
do Pacifico, incluindo Nova Caledénia (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015), llha de Péscoa
(TOGNARELLI et al., 2016), llhas Cook (ROTH et al.,2014), e Taiti (WAEHRE et al.,2014).

Pouco depois, em 2015, o virus zika foi identificado pela primeira vez no continente
Americano, especificamente no Brasil, na regido nordeste (ZANLUCA et al., 2015). Até marc¢o de
2016, o virus se espalhou por 33 paises e territorios do continente americano (MMWR, 2016). No
Brasil, foram registrados 211.770 casos provaveis de febre pelo virus zika (taxa de incidéncia de
103,6 casos/100 mil hab.) distribuidos em 2.280 municipios, tendo sido confirmados 126.395
(59,7%) casos em 2016, até a semana epidemioldgica 49 (BRASIL, 2016). O virus zika esta
difundido no pais com transmissdo autdctone e alta incidéncia notificada nos 27 estados
administrativos da Federag&o.

Em 2015, um aumento da incidéncia de casos de malformacdo congénita em 20 vezes em

relacdo aos anos anteriores foi relatado juntamente com o surto do virus zika no nordeste brasileiro
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(VICTORA et al., 2016). Isto levou a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) a declarar a
propagacdo do ZIKV e a sua associacdo com defeitos de nascimento como uma Emergéncia de
Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) em 1° de fevereiro de 2016 (World Health
Organization, 2016).

Ja no estado de Mato Grosso do Sul foram registrados 339 casos confirmados de infeccéo
pelo virus zika no ano de 2016, sendo 8 deles no municipio de Dourados. (Mato Grosso do Sul,
2016).

2.1.2. Virologia

O ZIKV é um arbovirus (virus transmitido por artrépodes) de RNA fita simples de senso
positivo pertencente a familia Flaviviridae do género Flavivirus (LANCIOTTI et al., 2008). E
classificado em dois genotipos, asiatico e africano, de acordo com a analise filogenética de seu
genoma (GATHERER; KOHL, 2016). Como outros flavivirus, o ZIKV é composto por duas
regides ndo codificantes que flanqueiam uma ORF que codifica uma poliproteina dividida em
capsideo, precursor de membrana, envelope e 7 proteinas ndo estruturais (KUNO; CHANG, 2007).

Em relacdo a patogenia, apds o virus ser inoculado no hospedeiro humano, ele entra nas
células da pele através de receptores de células como fibroblastos, queratindcitos e células
dendriticas imaturas permitindo a sua migracdo para os linfonodos e para a corrente sanguinea
(HAMEL et al., 2015). A partir dai uma resposta imune € iniciada a0 mesmo tempo em que 0 Vvirus
estd se replicando causando a viremia. Diferentemente de outros flavivirus, o ZIKV se replica
exclusivamente no nucleo das células infectadas (BUCKLEY; GOULD, 1988).

Logo depois, 0 virus pode ser detectado no sangue assim que comegam a aparecer 0S
primeiros sintomas da doenca e pode ser detectado até o décimo primeiro dia apds os aparecimentos
dos sintomas (LANCIOTTI et al., 2008). Além disso, o virus foi detectado no liquido amniético,
mostrando que o virus consegue cruzar a barreira placentaria em mulheres gravidas (FILLIPPS,
2016).
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2.1.3. Aspectos Clinicos

O periodo de incubacéo do virus em seres humanos, do momento da picada do mosquito até
0 aparecimento dos sintomas, € de aproximadamente 3 a 12 dias. A infeccdo em humanos é
assintomatica em aproximadamente 80% dos casos (IOOS et al., 2014). Quando os sintomas
ocorrem eles sdo moderados e ndo especificos, similares a outras infecgbes por arbovirus como
DENV e CHIKV o que pode confundir o diagnéstico (DUFFY et al., 2009).

Nos casos sintomaticos, os sintomas sdo tipicamente erupcfes cutaneas, febre, artralgia,
mialgia, fadiga, dor de cabeca e conjuntivite. Esses sintomas geralmente duram 1 a 2 semanas
(DUFFY et al., 2009). Aléem destes sintomas, o virus da zika também esta associado com
complicagdes neuroldgicas como a sindrome de Guillain-Barre, meningite e meningoencefalite
(European Centre for Disease Prevention and Control, 2015).

Ja em mulheres gravidas, a infec¢do pelo virus pode levar a abortos e em recém-nascidos
pode causar malformacao congénita, calcificaces cerebrais e degeneracdo muscular (Pan American
Health Organization, 2016).

2.2. DENGUE

2.2.1. Epidemiologia

A dengue é a arbovirose mais importante e prevalente encontrada mundialmente. De acordo
com a OMS, ela é a arbovirose que se espalha mais rapidamente no globo e € endémica em todas as
regides habitadas do mundo, exceto no continente europeu (WHO, 1986).

A primeira epidemia reportada ocorreu entre os anos de 1779-1780 na Asia, Africa e
América do Norte (GLUBER et al., 1995). Ap6s a Segunda Guerra Mundial, uma epidemia global
comegou no sudeste Asiatico e no Pacifico, isso porque a Guerra causou significante mudancas
demogréficas e ecologicas, incluindo a alta mobilidade de pessoas e soldados e aumento de
individuos susceptiveis em areas endémicas (GLUBER et al., 1998).

Desse modo, com o0 aumento da transmissao, a epidemia causada por varios sorotipos da
dengue (hiperendemicidade) se desenvolveu em vérias cidades do sudeste asiatico levando ao

aparecimento da febre hemorragica da dengue (FHD) (GLUBER et al., 1994). A primeira epidemia
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de FHD ocorreu no sudeste asiatico nos anos de 1950, porém em 1975 se tornou a causa principal
de hospitalizacdo e morte entre as criancas da regido (WHO, 1986).

Ja nos anos de 1970, a dengue foi reintroduzida nas llhas do Pacifico e sua atividade
epidémica aumentou nas ilhas e no continente Americano (GLUBER, 1991). Durante os anos de
1980 e 1990 a epidemia da FHD de expandiu geograficamente do sudeste asiatico para India, Sri
Lanka, Ilhas Maldivas, Paquistdo e leste da China (GLUBER, 1998). A emergéncia da dengue e da
FHD como um problema de satde publica se mostrou mais dramatica no continente americano.

Durante os anos de 1950 e 1960, a epidemia era rara no continente Americano devido a uma
campanha de erradicacdo do vetor A. aegypti realizada pela Organizacdo Pan-Americana da Salde
nos paises da América Central e América do Sul. A campanha foi cessada nos anos 1970 e devido a
isso essa espécie de mosquito voltou a invadir os paises de onde havia sido erradicada (PINHEIRO,
1989).

Desse modo, nos anos de 1980, véarios paises do continente americano estavam sofrendo
com epidemias de dengue e novas cepas e sorotipos do virus foram introduzidos nesses paises
(GLUBER, 1998). Por conta disso, varios desses paises evoluiram de ndo endémicos ou de
hipoendémicos (apenas um sorotipo do virus presente na regido) para paises de hiperendémicidade e
assim a epidemia da FHD emergiu nestes locais.

Assim, de 1981 a 1997, 24 paises do continente americano reportaram casos confirmados de
FHD (GLUBER, 1998). No ano de 1995, a dengue ja era considerada a doenca viral transmitida por
mosquitos mais importante que afeta seres humanos. Estima-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas
(aproximadamente 40% da populacdo mundial) vivem em areas onde a doenca é endémica (World
Health Organization, 2012). A cada ano, estima-se que ocorram de 50 a 100 milhdes de casos de
infecgdes, dos quais 500 mil sdo casos de FHD (WHO, 2012).

No Brasil, a primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente foi em Boa Vista,
Roraima, entre os anos de 1981-1982, causada pelos sorotipos 1 e 4. No ano de 1986, uma nova
epidemia atingiu o estado do Rio de Janeiro, causada pelo sorotipo 1, tendo mais de 95 mil casos
notificados, e a partir deste momento novas epidemias ocorreram em diferentes estados brasileiros
(BRASIL, 2017).

Logo ap6s, em 1990, foi registrado o primeiro caso de FHD no pais, no estado do Rio de
Janeiro, devido a introducdo do sorotipo 2 do virus (FUNASA, 1999). No ano de 2002, ocorreu uma
incidéncia no pais com aproximadamente 700 mil casos notificados (BRASIL, 2017), consolidando

assim a dengue como um dos maiores problemas da salde puablica. Segundo o Boletim
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Epidemioldgico de 2016 foram registrados 1.487.924 casos provaveis de dengue no pais, com uma
incidéncia de 727,6 casos/100 mil habitantes, até a semana epidemiologica 49 (BRASIL, 2016).

J& no estado de Mato Grosso do Sul, em 2016, foram registrados 59.874 casos provaveis de
infeccdo pelo DENV, sendo 5.124 casos notificados no municipio de Dourados segundo Boletim
Epidemioldgico emitido pela Secretaria do Estado de Saude do Estado (Mato Grosso do Sul, 2016).

2.2.2. Virologia

O DENV é um arbovirus pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae. E um virus
de RNA de fita simples de cadeia positiva e possui quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (GLUBER, 1998). Ele possui 10.700 nucleotideos que sdo traduzidos em uma unica
poliproteina que é clivada no processo de pos-traducdo em trés proteinas estruturais (capsideo,
membrana e envelope) e sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5 (KING, 2011).

A transmissao do virus é feita através da picada do mosquito vetor que esta infectado com o
virus e apds um periodo de 5 a 7 dias de incubacgdo, os sintomas da doenca podem comecar a
aparecer (GLUBER, 1998). O mosquito adquiri o virus ao se alimentar de uma pessoa infectada e
pode se tornar infectante apos um periodo de incubacéo de 8 a 12 dias (GLUBER, 1998).

Primeiramente, o virus infecta as células epiteliais do intestino do mosquito e ap6s isso
infecta suas glandulas salivares, onde se prolifera deixando o mosquito infectante (BLACK et al.,
2002). Depois de inoculado no hospedeiro humano, o virus infecta as células da linhagem
monocitica e macrofagica de 6rgdos linfoides, pulméo e figado, se replica e posteriormente se
distribui para todo o organismo (BHAMARAPRAVATI, 1997).

2.2.3. Aspectos Clinicos

A infeccdo pelo DENV pode ser assintomatica ou apresentar-se em trés formas de aspectos
clinicos diferentes, séo elas: dengue sem sinal de alarme, dengue com sinal de alarme e dengue
grave (WHO, 2009).

A classificacdo de dengue sem sinal de alarme é aplicada a pessoas quem vivam ou tenham

viajado para areas endémicas e que apresentam febre entre 2 e 7 dias juntamanete com duas ou mais
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das seguintes manifestacdes: cefaléia, dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia nduseas, vomitos e
exantema. (WHO, 2009).

Jé& a dengue com sinal de alarme é todo caso de dengue que no periodo de defervescéncia da
febre apresenta um ou mais dos seguintes sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua,
vomitos persistentes, acumulacdo de liquidos, sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade,
hipotensdo postural, hepatomegalia maior do que 2 cm e aumento progressivo do hematocito
(WHO, 2009).

Por fim a dengue grave é todo caso de dengue que apresenta severo extravasamento de
plasma o que pode levar ao choque; sangramento grave e comprometimento grave de Orgaos
(WHO, 2009).

Quando o hospedeiro humano se infecta com um sorotipo do virus, ele automaticamente fica
imune aquele sorotipo, porém ele ainda esta suscetivel a infeccBes pelos outros trés sorotipos do
virus (GLUBER, 1998). Quando a pessoa se infecta pela segunda vez com um outro sorotipo do
virus, ela possui uma maior probabilidade de desenvolver a forma mais grave da doenca
(HALSTEAD, 1988).

2.3. CHIKUNGUNYA

2.3.1. Epidemiologia

O CHIKV foi primeiramente isolado no ano de 1952-1953 na Tanzania, Africa
(LUMSDEN, 1955). “Chikungunya” é uma palavra do dialeto Makonde que significa “aquele que se
curva” e refere-se a aparéncia curvada dos pacientes que foram atendidos na primeira epidemia
documentada na Tanzénia (ROSS, 1956). Durante muitos anos (aproximadamente 20 anos), a
doenca causada pelo CHIKV foi raramente reportada, porém, no inicio do ano de 2004, surtos de
grande escala foram reportados na costa da Quénia se expandindo para diferentes regides da Africa,
Asia e varias ilhas do oceano Indico (WEAVER, 2015).

Assim, o fator que contribuiu para a emergéncia do virus foi possivelmente os viajantes que
se infectaram em areas endémicas e voltaram para seus paises contribuindo para o estabelecimento
da transmissdo autoctone (HOCHEDEZ, 2006). Em 2004, o virus foi detectado em 19 paises e
foram registrados aproximadamente 1,9 milhdes de casos (FIOCRUZ, 2016). Em 2013, uma
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linhagem asiatica do virus foi introduzida em varios paises do Caribe e resultou em grande surto
que se espalhou para o México e varios paises da América Central e do Sul. Até dezembro de 2015,
0 virus ja tinha se espalhado entre 44 paises e territorios (WEAVER, 2015).

No Brasil, os primeiros casos de chikungunya foram reportados em meados de 2014. Duas
linhagens diferentes do CHIKV foram detectadas nas regibes Norte e Nordeste do pais,
possivelmente originadas de viajantes oriundos do Caribe e Angola (NUNES, 2015). Em 2016,
foram registrados 263.598 casos provaveis de febre de chikungunya no pais e uma taxa de
incidéncia de 128,9 casos/100 mil hab., até a semana epidemioldgica 49 (BRASIL, 2016).

Ja no estado de Mato Grosso do Sul, em 2016, foram registrados 452 casos provaveis de
infeccdo pelo CHIKYV, sendo 29 casos notificados no municipio de Dourados. (Mato Grosso do Sul,
2016).

2.3.2. Virologia

O CHIKV pertence ao género Alphavirus e a familia Togaviridae. E um virus de RNA fita
simples de sentido positivo. E classificado em quatro gendtipos, o Asiatico, o Oeste Africano,
Leste/Central/Sul Africano (ECSA) e a linhagem do Oceano indico (IOL) de acordo com a analise
filogenética de seu genoma (WEAVER, 2015). Ele € composto por quatro proteinas ndo-estruturais
e trés proteinas estruturais. As proteinas estruturais sdo o capsideo e duas glicoproteinas do
envelope viral: E1 e E2 (WEAVER, 2015).

A transmissao do virus € feita através da picada do mosquito infectado e 0 CHIKV é capaz
de se replicar nas células epiteliais humanas e endoteliais, fibroblastos primarios, e macrofagos

derivados de mondcitos e seu periodo de incubacéo é de 2 a 4 dias (TALARMIN, 2007).

2.3.3. Aspectos Clinicos

Os aspectos clinicos da infeccdo pelo virus CHIKV sdo semelhantes aos das infecgdes
causadas pelos virus DENV e ZIKV, porém, ao contrario dessas outras doencas, a maioria das
pessoas infectadas com o CHIKYV sdo sintomaticas (CDC, 2016).

Apo6s um periodo de incubacdo de 1 a 12 dias (média de 2-4 dias), a viremia ocorre e 0S
sintomas comecam a aparecer. Os primeiros sintomas sdo subitos ataques de febre, calafrios, dor de

cabeca, erupcao cutanea, artralgia, principalmente nos punhos, joelhos, calcanhar e em pequenas
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articulacbes, o que usualmente causa debilitacbes ao paciente (MOHAN, 2006). A fase aguda da
doenca dura cerca de 7 dias a 2 semanas, ja a fase cronica pode durar de meses a anos com a
presenca de poliartralgia (TAUIL, 2014).

2.4.VETORES DA ZIKA, DENGUE E CHIKUNGUNYA

Os virus ZIKV, DENV e CHIKYV séo tipicamente transmitidos via picada de mosquito,
sendo o A. aegypti o principal vetor atualmente seguido do género A. albopictus. O mosquito A.
aegypti € uma espécie originaria da Africa, pertence a familia Culicidae, subfamilia Culicinae,
género Aedes, e subgénero Stegomyia. Mosquitos do género Aedes estdo amplamente distribuidos
pelo mundo sendo regiBes tropicais e subtropicais o habitat nativo da maioria das espécies
(KRAEMER, 2015).

A aquisicdo do virus pelo mosquito ocorre durante a alimentacdo do sangue do hospedeiro
infectado. Apds a captura, o virus se replica e pode ser encontrado nas glandulas salivares do
mosquito. Uma vez infectado, a fémea transmite o virus junto com sua saliva para um animal
reservatorio ao realizar sua proxima refeicdo (I00S, 2014). O A. aegypti € um mosquito de habito
diurno e tem preferéncia por ambientes urbanos e intradomiciliares (FIOCRUZ, 2008). A sua
proliferacdo é dada pela postura de ovos pelas fémeas em locais onde se encontra &gua parada, onde
posteriormente 0s ovos irdo eclodir dando origem as larvas. O ovo do mosquito consegue
sobreviver até um ano fora da agua aguardando condi¢cGes ambientais favoraveis para se
desenvolver (FIOCRUZ, 2008).

O virus zika, além de ser transmitido pela picada do mosquito, pode ser transmitido também
via sexual (FOY, 2011; MUSSO, 2015), por transfusdo sanguinea (MUSSO, 2014) e via
placentaria, de mée para filho (BESNARD, 2014; Pan American Health Organization, 2016).

2.5. PREVENCAO E CONTROLE
Atualmente ndo ha nenhum tratamento especifico ou vacina disponivel para o tratamento

dessas doengas. No caso da dengue, j& foi desenvolvida uma vacina tetravalente contra os 4

sorotipos do virus pelo laboratorio francés Sanofi Pasteur que esta disponivel no Brasil desde 2015,
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porém ela ainda ndo esta disponivel pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) e deve ser comprada pela
rede particular (BRASIL, 2015).

Desse modo, é recomendado para os pacientes o tratamento dos sintomas com analgésicos,
ingestdo de liquidos e repouso. Devido a isto, o papel da preven¢do da doenca e controle do vetor é
de extrema importancia, principalmente quando se trata de mulheres gravidas no caso de infec¢éo
pelo virus zika. As medidas sdo focadas principalmente na prevencdo da picada do mosquito
transmissor do virus, protecdo do corpo, uso de mosquiteiros e telas para protecdo da casa e uso de
repelentes no caso de protecdo individual. Ja a nivel de comunidade, areas comuns em cidades, 0s
Agentes Comunitarios de Saude e os Agentes de Combate a Endemias, junto da populacdo, séo
responsaveis por promover o controle quimico e mecanico do vetor, cujas estratégias ttm como alvo
a reproducdo dos mosquitos através da eliminacdo de possiveis criadouros através do uso de
inseticidas e a eliminagcdo dos mosquitos adultos.

Outra estratégia necessaria € a promoc¢do de acOes educativas sobre 0s virus e seus riscos
durante a visita dos agentes comunitarios com o objetivo de garantir a eliminacdo dos criadouros
pelos prdprios proprietarios das residéncias para tentar romper a cadeia de transmissdo dessas
doencas (BRASIL, 2009).

Por fim, para mulheres gravidas que ndo moram em paises endémicos € recomendado que
ndo viajem para paises afetados pelo virus zika. Para mulheres que viajarem para areas endémicas é
recomendado a realizacdo de testes para a detec¢do do virus e a ultrassonografia para monitorar a
anatomia fetal é recomendada para mulheres que apresentarem testes positivo ou inconclusivo para
o virus (PETERSEN, 2016).

Essas estratégias estdo diretamente relacionadas a educacgéo e conscientizacdo da populacéo,
para que ocorra uma mudancga no comportamento da mesma em relagdo ao tratamento de possiveis

criadouros de mosquitos transmissores do virus.

2.6. DIAGNOSTICO

Realizar o diagnéstico de arboviroses apenas através da avaliacdo clinica ndo é confiavel
devido a sobreposicdo de sintomas que ocorrem entre diversas arboviroses (CDC, 2016). Neste caso
o diagnostico depende de testes laboratoriais.

Além disso, a avaliacdo para os virus zika, dengue e chikungunya devem ser realizadas

simultaneamente para todos os pacientes que apresentarem os sintomas de febre aguda, erupcéo
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cutanea, mialgia ou artralgia e que tenha viajado recentemente para uma area de transmissdo em
Ccurso desses virus.

Atualmente o diagnostico laboratorial das arboviroses ZIKV, DENV e CHIKV pode ser
feito indireto ou diretamente. O método indireto consiste nos testes sorolégicos que detectam os
anticorpos circulantes contra determinado virus. O exame mais utilizado é o ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) que detecta anticorpos IgM especificos contra o virus em
questdo (BRASIL,2005). Ele pode ser realizado a partir do quarto dia da doenga, quando esses
anticorpos comegam a aparecer. A vantagem deste teste € que ele exige apenas uma Unica amostra
de soro para fazer a analise, porém os testes soroldgicos podem causar resultados falso-positivos
devido as reagdes cruzadas com outros virus da mesma familia (CDC, 2016).

J& 0 método direto consiste nos testes moleculares que detectam a presenca do virus. 1sso
ocorre por meio da amplificacdo do material genético, no caso o0 RNA. Essa metodologia é
denominada de RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase com transcricao reversa) e € o método de
diagnostico mais especifico para deteccdo das arboviroses ZIKV, DENV e CHIKV (CDC, 2016).
Este método permite a identificacdo do virus e a diferenciacdo dos diferentes sorotipos caso exista,
além de ser rapido, sensivel, simples e reprodutivel. Ele deve ser realizado durante o periodo
virémico da doenca (até 5-8 dias apds a infeccdo dependendo do virus). Apoés este periodo, 0
resultado pode ser negativo, o que ndo exclui a infeccdo sendo necessario realizar os testes
soroldgicos para deteccdo de anticorpos.

Aléem das técnicas PCR e RT-PCR usuais, outras modalidades dessas técnicas foram
desenvolvidas e podem ser utilizadas para a realizacdo de diagnostico das arboviroses descritas
neste estudo. Dentre estas, estdo as técnicas PCR Multiplex e Nested-PCR. A PCR Multiplex
envolve a amplificacdo simultadnea de mais de uma sequéncia alvo na reacdo pela mistura de varios
pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) que sdo especificos para cada uma das sequéncias.
Ela tem a finalidade de promover a diferenciacdo entre varias espécies ou entre varios géneros
simultaneamente em uma Unica reagdo, isso faz com que as chances de contaminagdo sejam
reduzidas e torna a técnica mais simples e pratica (OLIVEIRA, 2007).

Ja na técnica Nested-PCR, a reagdo é realizada primeiramente com um par de primer que ird
amplificar a regido alvo de interesse no genoma do organismo. Posteriormente, é utilizado um
segundo par de primer que ira se ligar a regido dentro do primeiro produto, produzindo um segundo
produto de PCR mais especifico. Essa técnica tem como finalidade aumentar a sensibilidade e a
especificidade da reacdo (OLIVEIRA, 2007).
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Figura 1. - Sinais e sintomas da Dengue, Zika e Chikungunya.
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Figura 2. - Testes para detec¢do dos arbovirus Zika, Dengue e Chikungunya. *
*Fonte: CDC
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais
Padronizar as técnicas RT-PCR para a diferenciacdo dos virus Alphavirus e Flavivirus e
deteccdo do virus simultanea ZIKV, DENV e CHIKV.

3.2. Objetivos especificos

Diferenciar os Alphavirus e Flavivirus pela técnica da RT-PCR Duplex utilizando os

primers;

Detectar os virus ZIKV, DENV e CHIKV conjuntamente pela técnica da RT-PCR
Multiplex;

Diferenciar os 4 sorotipos do DENV a partir da técnica Nested RT-PCR.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Virus e Primers

Os materiais genéticos extraidos dos virus ZIKV, DENV e CHIKV utilizados neste estudo
foram fornecidos pelo Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz Parand). Os primers utilizados foram
selecionados da literatura por anelarem em regifes conservadas dos genomas dos virus produzindo
produtos de PCR de tamanhos facilmente distinguiveis. As sequéncias dos primers e suas
referéncias estéo listadas na Tabela 1.

A avaliagdo in silico dos primers foi realizada através da ferramenta online Multiplex Primer
Analyser disponivel no site da Thermo Fisher Scientific (www.thermofisher.com) para verificar se
havia competicdo entre os primers, além da formacdo de dimeros de primers e haipins. A
ferramenta foi utilizada também para verificar a temperatura de melting dos primers e quantidade
das bases C - G.

Todas as técnicas e reacdes efetuadas neste estudo foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa em Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados.

Tabela 1. Primers usados nas técnicas de RT-PCR para identificacio dos virus ZIKV,CHIKV, DENV e seus sorotipos,

suas respectivas sequéncias e tamanho do amplicon.

Reacéo Primers Sequéncia (5°-3”) Amplicon (pb) Referéncias
M2w YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW 434 Bronzoni et al., 2005
cM3W ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC -

RT-PCR Duplex FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT 958 Bronzini et al., 2005
FG2 GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA -

DEN-F TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 511 Lanciotti et al., 1992
DEN-CR TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC -

RT-PCR- Multiplex ~ ZIKVENV-F GCTGGDGCRGACACHGGRACT 364 Faye et al., 2008

ZIKVENV-R  RTCYACYGCCATYTGGRCTG -
CHIKF ACCGGCGTCTACCCATTCATGT 325 Kumar et al., 2007
CHIKR GGGCGGGTAGTCCATGTTGTAGA -
DEN-F TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 511 Lanciotti, 1992
DEN-CR TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC -
Nested RT-PCR DEN1-R CGTCTCAGTGATCCGGGGG 482
DEN2-R CGCCACAAGGGCCATGAACAG 119
DEN3-R TAACATCATCATGAGACAGAGC 290
DEN4-R CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 392



http://www.thermofisher.com/
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4.2. Quantificacdo das amostras virais

As amostras foram quantificadas através do espectrofotdmetro BioDrop DUO, onde foram
avaliadas as concentracGes de RNA e o grau de pureza das amostras definido pela razéo entre as
absorbancias 260 e 280 nm. Apds isso, os RNAs foram estocados no freezer -80°C até serem

utilizados.

4.3. RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcricdo Reversa)

Foram realizadas trés diferentes técnicas para a transcricdo e amplificacdo do material
genémico neste estudo: i) a RT-PCR Duplex foi realizada com os primers M2W/cM3W para a
deteccdo dos isolados Alphavirus e os primers FG1/FG2 para a deteccao dos isolados Flavivirus; ii)
a RT-PCR Multiplex foi realizada com primers especificos para a identificacdo dos virus DENV,
CHIKYV e ZIKV e iii) a Nested-PCR foi realizada para a identificacdo dos quatro sorotipos do virus
dengue.

Além dessas técnicas, o0 método one-step RT-PCR foi utilizado em algumas das reacGes
realizadas. Este método consiste na transcricdo e amplificagdo do material genético em uma Unica
etapa, realizada na mesma reacdo. Para isso foi utilizado o kit iTag™ Universal SYBR® Green
One-Step Kit (Bio-Rad). A vantagem desse método quando comparada ao two-step RT-PCR é que
por ele ser efetuado em uma Unica etapa, em um Unico tubo, reduz os riscos de contaminacdo e
também os erros de pipetagem, levando a praticidade e rapidez do teste (HARRIS, 1998).

Em todas as variaces da técnica de PCR (Duplex, Multiplex e Nested) todos os pares de
primers foram testados frente ao material em reacdes singulares e comparadas as reacOes
executadas na associacdo dos primers com o material simultaneamente. Os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com gel red (10,000 X) e

fotografado em um transiluminador de luz-ultravioleta (320 nm).
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4.3.1. RT-PCR Duplex

Nessa reacdo foram utilizados dois pares de primers juntamente com a amostra de RNA dos
trés virus. Como controle negativo, foram utilizados os dois pares de primers, porém sem a amostra.
As duas etapas da RT-PCR Duplex foram realizadas, observando as seguintes condicdes de reagéo:
na primeira etapa foram utilizados 8 uL. de RNA da amostra, 10 mM de dNTP, 2 uL de H20, 100
uM do primer reverse cM3W e 100 uM do primer reverse FG2 15 uM. Essa mistura foi incubada a
65°C por 5 minutos e colocada imediatamente no banho de gelo apds esse tempo para a
desnaturacdo. Apds isso foram adicionados no mesmo tubo Tampao 5X First-Strand, 0,1M de DTT
e 200 U da enzima transcriptase reversa SuperScript RT ™ III. Essa mistura foi incubada a 42°C
por 50 minutos e 70°C por 15 minutos e colocadas em banho de gelo em seguida para inativacdo da
enzima.

A segunda etapa consistiu na preparacdo do mix da PCR. A mistura conteve 1 uL de cDNA
obtido na primeira reacdo, PCR Buffer 10X, 10mM de dNTP, 50 mM de MgClz, 50 uM do primer
forward M2W, 15 uM do primer forward FG1, 5 U da Tag DNA polymerase e H>O para completar
uma reacdo de 50 pl. A mistura foi amplificada em um termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-
Rad) programado para 1 ciclo de 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de 94°C por 1 minuto 53°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto; seguido de uma extensao final de 72°C por 5 minutos e foi submetida

a eletroforese em gel de agarose.

4.3.2. RT-PCR Multiplex

A reacdo RT-PCR Multiplex foi realizada com 3 pares de primers em um Unico tubo, sendo
os primers DEN-F e DEN-CR que amplificam o gene prM-C do virus dengue, produzindo
amplicons de 511-pb (LANCIOTTI et al,1992), os primers ZIKVEN-F e ZIKVEN-R que
amplificam o gene NS5 do virus zika, produzindo amplicons de 364-pb (FAYE et al, 2008), e 0s
primers CHIK-F e CHIK-R que amplificam o gene E1 do virus chikungunya, produzindo um
amplicon de 330-pb (KUMAR et al, 2007). Foram utilizados trés pares de primers com as amostras
de RNA dos trés virus e como controle negativo, foram utilizados os trés primers, porém, sem as
amostras. Além disso, foram realizadas mais 3 reagdes, onde em cada uma foi adicionado os

primers de cada virus separadamente com suas respectivas amostras.
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A RT-PCR Multiplex foi realizada usando o kit iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step
Kit (Bio-Rad). Foram observadas as seguintes condi¢cdes de reacdo: na primeira reacdo foram
utilizados 5 pL de RNA das amostras de ZIKV, DENV e CHIKV, 10 ul do mix iTag SYBR Green,
1 ul dos primers forward ZIKVENV-F, CHIKF e DEN-F, 1 pul dos primers reverse ZINKVENV-R,
CHIKR e DEN-CR, 0,25 ul da enzima transcriptase reversa iScript e H,O para completar uma
reacdo final de 25 pl.

Na segunda reacdo foram utilizadas as mesmas quantidades dos reagentes. A amplificagcéo
foi realizada no termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) programado para 1 ciclo de 50°C
por 10 minutos, 1 ciclo de 95°C por 1 minuto, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30
segundos, 68°C por 1 minuto e 1 ciclo de 68°C por 5 minutos para o alongamento final. Cada reagédo

foi submetida a eletroforese em gel de agarose.

4.3.3. Nested RT-PCR

Para realizar a Nested RT-PCR, primeiramente foi realizada a RT-PCR da amostra de
DENV separadamente com o kit iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step Kit (Bio-Rad) com o
primer DEN-F/DEN-F que produz um fragmento de 511-pb. Para isso foram utilizados 5 uL de
RNA da amostra, 10 uL do mix iTaq SYBR Green, 1 uL do primer forward DEN-F, 1 pl do primer
reverse DEN-CR, 0,25 pL da enzima transcriptase reversa iScript e H,O para completar uma
reacdo final de 25 ul. A amplificagdo foi realizada no termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-
Rad) programado para 1 ciclo de 50°C por 10 minutos, 1 ciclo de 95°C por 1 minuto, 40 ciclos de
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto e 1 ciclo de 68°C por 5 minutos
para 0 alongamento final. Antes da etapa de Nested-PCR, os produtos amplificados foram
analisados em eletroforese em gel de agarose 2%, corado com gel red 10.000 X e fotografado em
um transiluminador de ultravioleta.

Apos isso, foi realizada a reacdo Nested-PCR em um Gnico tubo com o produto da reacdo
anterior junto com o primer DEN-F e os primers internos DEN1-R, DEN2-R, DEN3-R e DEN4-R
que amplificam os 4 sorotipos de dengue e produzem amplicons de 482-pb, 119-pb, 290-pb e 392-
pb respectivamente. Os produtos foram submetidos a Nested-PCR de acordo com a seguinte
condicdo de reacdo: 1uL do produto amplificado na primeira reagdo, 10 X do PCR Buffer 10 X, 10
mM de dNTP, 50 mM de MgCly, 25 uM do primer forward DEN-F, 1 ul dos primers reverse
DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4, 5 U da Tag DNA polymerase e H>O para completar uma reacao
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de 100 pl. A mistura foi amplificada em um termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad)
programado para 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 90 segundos, seguido de uma extensdo final de 72°C por 10 minutos e

submetida a eletroforese em gel de agarose.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo dos Primers

Os primers utilizados neste estudo (Tabela 1), j& publicados anteriormente, foram testados
nas técnicas de RT-PCR Duplex, Multiplex e Nested. Ndo foi observada nenhuma reagdo cruzada
entre os primers testados e apenas um produto amplificado foi obtido para cada par de primers das

reacoes.

5.2. Quantificacdo das amostras virais

As amostras quantificadas através do espectrofotdmetro BioDrop DUO obtiveram as
seguintes concentragdes: ZIKV: 49,54 ng/uL; CHIKV: 49,75 ng/ uL; DENV: 51,86 ng/uL.

5.3. RT-PCR Duplex

A reacdo RT-PCR Duplex foi realizada com dois pares de primers em um unico tubo, sendo
0s primers cM3W-R/M2W-F que amplificam o gene NSP1 dos Alphavirus, produzindo amplicons
de 434-pb e os primers FG1-F/FG2-R que amplificam o gene NS5 de Flavivirus, produzindo
amplicons de 958-pb (BRONZONI,2005). Foi possivel observar no gel de agarose o fragmento
amplificado pelo primer FG1-F/FG2-R (Figura 3). O uso dos primers FG1/FG2 foi capaz de
detectar os flavivirus (Dengue e Zika) sem reacdo cruzada com com outros arbovirus, no caso o
virus chikungunya também utilizado na reacdo. Porém, ndo foi possivel observar o fragmento
amplificado pelo primer cM3W-R/M2W-F (Figura 3). N&o foi verificada competicdo entre os dois

pares de primers através do uso da ferramenta online Multiple primer analyzer (Life technologies).
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Figura 3. - RT-PCR Duplex. 1- Marcador de peso molecular (DNA Ladder 50pb); 2- Flavivirus (958-pb) e Alphavirus
(434-pb); 3- Controle negativo; 4- Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100pb).

5.4. RT-PCR Multiplex

No final da reacdo da RT-PCR Multiplex, foi possivel observar o fragmento amplificado
pelos primers DEN-F/DEN-CR e ZIKVEN-F/ZIKVEN-R, porém ndo foi possivel observar o
fragmento amplificado pelo primer CHIK-F/CHIK-R (Figura 4A). Ja na reacdo realizada com 0s
primers separadamente, foi possivel observar os trés fragmentos amplificados pelos trés pares de
primers dos virus DENV, ZIKV e CHIKV (Figura 4B). Néo foi verificada competi¢do entre os trés

pares de primers através do uso da ferramenta online Multiple primer analyzer (Life technologies).
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511ph — 511ph =

364 pb >

364 pb —» 325 pb >

Figura 4. - RT-PCR Multiplex (A) e RT-PCR realizada com os primers ZIKVEN-F/ZIKVEN-R, CHIK-F/CHIK-R e
DEN-F/DEN-CR separadamente (B). 1A- ZINK, CHINK e DENV; 2A- Controle negativo; 3A- Marcador de peso
molecular (DNA Ladder 100pb). 1B- ZIKV (364 pb); 2B- CHIKV (330 pb); 3B- DENV (511 pb); 4B- Controle
negativo; 5B- Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100pb).

5.5. Nested RT-PCR

Na técnica de one-step RT-PCR seguida de Nested-PCR para a detec¢do do virus DENV e
seus sorotipos, na primeira etapa foi possivel observar a amplificacdo do fragmento de tamanho 511
pb produzido pelo primer DEN-F/DEN-CR, mostrando boa especificidade desse primer (Figura
5A). Na segunda etapa foi possivel visualizar os fragmentos amplificados pelos primers DEN-
F/DEN-CR, DEN-F/DEN1-R e DEN-F/DEN2-R (Figura 5B). Néao foi possivel observar os
fragmentos amplificados pelos primers DEN-F/DEN3-R e DEN-F/DEN4-R.
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Os primers internos escolhidos foram efetivos para a identificacdo de dois sorotipos de
dengue, o sorotipo DEN1 e DENZ2, porém, com o primer DEN-F/DEN2-R ndo houve uma boa
amplificagdo do fragmento, apresentando-se muito claro no gel. N&o foi verificada competicédo entre
os trés pares de primers através do uso da ferramenta online Multiple primer analyzer (Life

technologies), porém com o primer DEN4-R foi verificado a formacao de dimero.

511 pb —

511pb —» 482 pb —>

119 pb —

Figura 5. - Nested RT-PCR. (A) Reagdo RT-PCR com os primers DEN-F/DEN-CR. (B) Reag&o Nested-PCR com os
primers que amplificam os quatro sorotipos da dengue. 1A- Marcador de peso molecular (DNA Ladder 50 pb); 2A-
DENV (511 pb); 3A- Controle negativo. 1B- Marcador de peso molecular (DNA Ladder 50 pb); 2B- DEN1 (482pb),
DENZ2 (119pb), DEN3 (290pb), DEN4 (392pb); 3B- Controle negativo.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, os arbovirus representam um importante problema de saide por levarem ao
desenvolvimento de doencas e pela sua ampla distribuicdo geogréafica. Para conter este problema
séo necessarias medidas de vigilancia epidemioldgicas, assim como o desenvolvimento de métodos
de diagndsticos dessas arboviroses que sejam eficazes, especificos e baratos. Por este motivo, neste
estudo foi proposto uma adaptacéo dos protocolos descritos por Bronzoni et al. (2005), Faye et al.
(2008) e Lanciotti et al. (1992), para padronizacdo de um protocolo para a identificacdo de
Alphavirus e Flavivirus, deteccdo dos virus DENV, ZIKV e CHIKV simultaneamente, além da
diferenciacdo dos sorotipos do DENV. Para isso foram utilizadas as técnicas RT-PCR Duplex, RT-
PCR Multiplex e a Nested RT-PCR.

A especificidade destes testes baseia-se na capacidade dos primers em reconhecer a
sequéncia de RNA especifica de cada um dos virus e seus sorotipos. Essa especificidade foi
confirmada pelos primers FG1/FG2, DEN-F/DEN-CR, ZIKVEN-F/ZIKVEN-R, CHIK-F/CHIK-R,
DEN-F/DEN1-R e DEN-F/DEN2-R. Isso mostrou que os primers foram especificos para as
sequéncias alvo escolhidas, porém nem todos foram sensiveis o suficiente pois ndo foi possivel
observar o produto amplificado de todos eles no gel de agarose, mostrando que a sensibilidade de
alguns ainda precisa ser melhorada.

Para a realizacdo da reacdo RT-PCR Duplex para a identificacdo dos géneros Alphavirus e
Flavivirus, os primers foram escolhidos devido sua similaridade de comprimento, capacidade de
hibridizacdo e quantidade de C-G, além disso alguns parametros foram otimizados como a melhor
concentracdo dos primers e selecdo de uma temperatura de anelamento 6tima. No entanto, com 0s
primers cM3W/M2W ndo foi possivel observar a amplificacdo do produto esperado. A
sensibilidade do primer pode ter sido afetada possivelmente devido aos mismatches encontrados nas
sequencias dos primers, isso faria com que o primer ndo se anelasse corretamente a sequéncia do
gene de interesse e consequentemente afetaria a eficiéncia da amplificacdo desses primers
(BRONZONI et al., 2005).

Esses mismatches ocorrem possivelmente devido ao fato de que quando os primers foram
desenhados, ainda ndo estarem disponivel dados de sequéncia relevantes para se realizar o
alinhamento de mdltiplas sequencias para entdo ser possivel selecionar primers especificos para
deteccdo de géneros de interesse (KUNO, 1998). Nesse caso, seria necessario a realizacdo de

estudos das sequéncias das espécies do género de interesse para que os dados necessarios para o
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desenho de primers estejam disponiveis. Kuno (1998), demonstrou que uma alternativa para
otimizar a reacdo é adotar a metodologia Nested PCR apds a amplificacdo com os primers
degenerados cM3W/M2W, o que aprimoraria a baixa sensibilidade do primer e do teste. No estudo
realizado por Bronzoni et al. (2005) o uso dos dois pares de primers FG1/FG2 e cM3W/M2W foi
satisfatorio para a amplificacdo dos Alphavirus e Flavivirus utilizados no estudo, porém os
arbovirus utilizados nesse estudo ndo foram os mesmos que foram utilizados em nosso estudo.

A segunda técnica utiliza foi a RT-PCR Multiplex para a detec¢do simultanea dos virus
ZIKV, DENV e CHIKV. Essa técnica é vantajosa pois é capaz de detectar um nimero maior de
viroses em uma unica rea¢do quando comparada com outras técnicas (BRONZONI et al., 2005).
Nesta reacdo foram utilizados trés pares de primers externos especificos para cada virus e a
amplificacdo foi feita através do método one-step RT-PCR. Os primers DEN-F/DEN-CR,
ZIKVEN-F/ZIKVEN-R e CHIK-F/CHIK-R foram escolhidos de acordo com sua alta homologia
entre os virus especificos e alta divergéncia entre outros virus do mesmo género (KUMAR et al,
2007; FAYE et al, 2008; LANCIOTT] et al,1992).

Foi observado com esses primers uma boa amplificacdo dos fragmentos quando eles foram
avaliados sozinhos pela técnica RT-PCR. Porém, quando os primers foram avaliados
simultaneamente na técnica multiplex, s6 foi possivel observar os fragmentos gerados pelos primers
DEN-F/DEN-CR e ZIKVEN-F/ZIKVEN-R. Apesar de néo ter sido verificada competicdo entre 0s
trés pares de primers através do uso da ferramenta online Multiple primer analyzer (Life
technologies) é possivel que tenha ocorrido alguma interferéncia entre os primers utilizados na
reacdo ou entre os fragmentos de RNA das amostras utilizadas, o que possivelmente faria com que
ndo fosse possivel uma boa amplificacdo do fragmento pelo primer CHIK-F/CHIK-R (KUNO,
1998).

No estudo de Calvo et al. (2016), foi realizado a técnica Multiplex RT-PCR seguida de
Nested para a detec¢do das arboviroses ZIKV, DENV e CHIKV, simultaneamente. Para isso eles
utilizaram seis pares de primers, sendo trés primes externos utilizados na reagdo Multiplex e trés
primers internos utilizados na reacdo Nested. Na primeira reacdo ndo foi possivel observar os
fragmentos amplificados pelos primers, apenas os fragmentos amplificados pelos controles positivo
foram observadas. J& na segunda reacdo foi possivel observar todos os fragmentos amplificados
pelos primers, o que aprimorou a sensibilidade do teste, mostrando um resultado satisfatério para a

técnica proposta. Vale ressaltar que os primers utilizados foram diferentes dos primers utilizados
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aqui. Assim, a introducdo da técnica Nested apds a Multiplex RT-PCR possivelmente poderia ser
utilizada como uma alternativa para otimizar os testes realizados neste estudo.

Na técnica de one-step RT-PCR seguida de Nested PCR para a detec¢do do virus DENV e
seus sorotipos, os primers DEN-F/DEN-CR foram escolhidos de acordo com sua alta homologia
com 0s quatro sorotipos de dengue e sua ndao homologia a outras regides do genoma do virus
(LANCIOTTI et al, 1992). O uso de primers homologos a sequéncias conservadas do virus garante
que todas as sequéncias do DENV sejam amplificadas na primeira reagdo. A amplificagdo deste
produto em uma segunda etapa pela técnica de Nested-PCR usando primers internos especificos
permite a identificacdo de cada sorotipo do DENV (OLIVEIRA, 2007).

O primer externo escolhido para a realizacdo da Nested RT-PCR se mostrou especifico para
a amplificacdo do DENV. Ja dos primer internos escolhidos, apenas os primer DEN1-R e DEN2-R
se mostraram especificos para a amplificagdo dos sorotipos DEN1 e DEN2. Com o primer DEN4-R
foi verificado a formacao de dimero atraves do uso da ferramenta online Multiple primer analyzer
(Life technologies), isso pode ter afetado na sua efetividade de amplificacdo do produto desejado
pois diminui as possibilidades de alinhamento do primer com a sequéncia de interesse (KUNO,
1998). Outro motivo que pode ter levado a ineficiéncia dos primers é a ocorréncia de mismatches
com as sequéncias do template, o que pode levar a resultados falso-negativos e afeta sensibilidade
do teste. No estudo realizado por Lanciotti et al. (1992), o uso dos cinco primers utilizados na
reacdo Nested RT-PCR foi satisfatorio para a amplificacdo do virus DENV e seus quatro sorotipos.

Uma alternativa que poderia ser usada para otimizar estes protocolos seria a introdugéo de
um controle interno nas reacdes de RT-PCR realizadas para evitar os resultados falso-negativos e a
interpretacdo errada dos resultados, como por exemplo, 0 uso de um gene enddgeno (gene expresso
de forma continua e uniforme presente nas amostras biolégicas), tornando a técnica mais confiavel,
sensivel e eficaz (BARBOSA, 2016).
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7. CONCLUSAO

Nas condicdes de epidemia causada pelo DENV e ZIKV, associada a possibilidade de
introducdo do virus chikungunya, o teste RT-PCR pode ser aplicado clinicamente para a deteccao
molecular desses arbovirus. A RT-PCR realizada foi considerada um método facil, rapido e
eficiente que pode ser implementado na pratica do Laboratdrio de Pesquisa em Ciéncias da Saude.
No entanto, os resultados obtidos neste estudo com as diferentes técnicas de RT-PCR realizadas
disponiveis para o diagndstico laboratorial para os casos suspeitos de arboviroses, demonstrou que é
necessario a otimizacdo das reacdes e dos primers utilizados para o desenvolvimento de um
protocolo padrdo das técnicas para deteccdo dessas arboviroses no Brasil.

Os protocolos descritos neste estudo representam uma metodologia Util e tem o potencial de
melhorar o diagndstico de zika, dengue e chikungunya. A técnica RT-PCR Duplex néo foi possivel
de ser padronizada sendo necessario a otimizacdo do primer cM3W/M2W. Ja a técnica RT-PCR
Multiplex pode ser utilizada para a deteccdo simultanea de DENV e ZIKV, porém ainda é
necessaria a otimizacao da reacdo para a deteccdo do CHIKV. Por fim, a técnica Nested RT-PCR
pode ser utilizada para a deteccdo do DENV e diferenciacdo dos sorotipos 1 e 2, porém é necessario

a otimizacdo da reacdo e dos primer que amplificam os sorotipos 3 e 4.
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