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Painel molecular para detec¢ao de microrganismos

associados a sepse

Molecular panel for detection of sepsis-related microorganisms

RESUMO

Introdugao: A sepse é uma resposta in-
flamatéria sistémica relacionada com altas
taxas de mortalidade no meio hospitalar.
O diagndstico etioldgico tardio e terapia
antimicrobiana inadequada se associam a
falhas do tratamento. Exames moleculares
baseados na reagio em cadeia da polimera-
se s30 considerados métodos mais rdpidos
e precisos do que técnicas de hemocultura
para identificagio microbiana, proporcio-
nando uma taxa mais elevada de sucesso
terapéutico.

Objetivo: Desenvolver um painel de
seqiiéncias iniciadoras (primers) para frag-
mentos de DNA de microrganismos asso-
ciados a sepse.

Métodos: Seqiiéncias iniciadoras para
amplificacio de Enterobacter spp., Escheri-

chia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-
coccus aureus e Candida spp. foram desen-
volvidos e testados quanto a sensibilidade e
especificidade com base em suas respecti-
vas cepas padrio.

Resultados: A especificidade pretendi-
da foi obtida para os primers de P aeruginosa,
S. aureus e Candida spp. O teste de sensibi-
lidade mostrou um limite de deteccio de 5
ng a 500 fg em amostras de sangue conta-
minado com DNA microbiano.

Conclusées: O painel molecular apre-
sentado oferece a vantagem de constituir
um sistema flexivel “aberto” em compara-
4o a outros métodos de detecgio maltipla.

Descritores: Técnicas de diagnéstico
molecular; Reagio em cadeia da polimerase;
Sepse; Primers de DNA/diagnéstico;
Técnicas de amplificagao de 4cido nucleico

INTRODUCAO

Estima-se que ocorram no Brasil 400.000 casos de sepse grave por ano, que
demandam 17% dos leitos disponiveis em unidades de terapia intensiva."”’ A con-
firmacio do diagndstico depende de exames microbioldgicos baseados em hemo-
culturas que, em geral, exigem 24 a 72 horas.? Assim, na maioria dos casos, a
terapia antibidtica ¢ iniciada com base em critérios clinicos. Regimes terapéuticos
antimicrobianos inadequados se associam com o surgimento de cepas resistentes,
aumento dos custos do tratamento e das taxas de mortalidade, especialmente em
pacientes em condicdes criticas.® Apesar disto, recomenda-se que uma terapia anti-
microbiana adequada deva ser iniciada o mais precocemente possivel, pois cada hora
de atraso resulta em um aumento de 7,6% na mortalidade.®

Ensaios moleculares com o uso da reacio em cadeia da polimerase (PCR) sao
importantes ferramentas para a detecgio de microrganismos e podem contribuir
para o diagnéstico precoce com alta sensibilidade, mesmo quando os alvos estio
presentes em quantidades extremamente baixas (10 a 100 copias de DNA).® As
investigacoes de microrganismos com uso da PCR tem sido exploradas com siste-
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mas de detec¢ao multipla conhecidos como Multiplex-PCR.
Esta técnica é baseada na amplificacio de segmentos distintos
de DNA empregando-se dois ou mais pares de prizmes em um
tinico tubo de reacio, o que, por sua vez, geralmente significa
custos mais baixos e redu¢ao de tempo. A termodinimica da
Multiplex-PCR exige um equilibrio complexo entre pardme-
tros como concentragoes de sais, primers e DNA polimerase,
temperaturas compativeis para o annealing dos primers, resul-
tando em um desenho experimental laborioso.®” Além dis-
to, os sistemas Multiplex-PCR tem demonstrado uma menor
sensibilidade quando comparados s reagoes individuais com
os pares de primers correspondentes isolados.®

Por outro lado, painéis moleculares sio considerados uma
alternativa menos complexa ao Multiplex-PCR. Nessa téc-
nica utiliza-se dois ou mais pares de primers, planejados para
distintos loci, e sdo realizados em tubos separados sob condi-
¢oes termodinimicas iguais. Pares adicionais de primers tendo
como alvo outros /oci podem ser eventualmente incluidos,
sem necessidade de redefinir os parAmetros da reagao.”

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e padroni-
zar um painel de primers para amplificagio via PCR de frag-
mentos especificos de DNA de microrganismos associados
a sepse, segundo um protocolo tnico, para um diagndstico
confirmatério mais rdpido.

METODOS

Todos os procedimentos adotados neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade da Regido
de Joinville —- UNIVILLE.

Desenho dos primers

Um painel de primers para PCR foi desenvolvido para
a detecgio de cinco microrganismos associados a sepse,
sendo: Enterobacter spp., Escherichia coli, Pseudomonas ae-
ruginosa, Staphylococcus aureus e Candida spp. Uma série
de sequéncias nucleotidicas de cada microrganismo foi se-
lecionada a partir da base de dados GenBank, relativas ao
gene 23S rRNA para P aeruginosa, Enterobacter spp. e S.
aureus ¢ ao gene 18S rRNA para Candida spp. Para cada
conjunto especifico, foi gerada uma sequéncia consensual
por meio do programa Clustal W*.? Estas foram submeti-
das ao programa Visual OMP® !V para simular um conjun-
to de primers para amplificagio simultdnea. Os multiplos
oligonucleotideos foram entio testados 77 silico com relagao
a especificidade com a ferramenta BLAST contra todas as
sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank."? Seme-
lhantemente, o gene LacZ foi definido para os primers pre-
tendidos para identificacio de Escherichia coli utilizando o
programa PRIMER3".(9)
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Microrganismos

Cepas de referéncia de Candida albicans (ATCC 10231),
Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC
22019), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Escherichia
coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)
e Staphylococcus aureus (\TCC 6538) foram adquiridas da
Colegao de Cultura Tropical da Fundagao André Tosello.

Extragao de DNA

Foi aplicado o kit Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemanha) para extragio de DNA das cepas man-
tidas em meio sélido ou presentes em amostras de sangue
humano. As extracoes de DNA de cepas de Candida foram
precedidas por ruptura celular com esferas de vidro. As ava-
liagdes qualitativas e quantitativas do DNA extraido foram
realizadas via mensuragoes espectrofotométricas.

Reacio em cadeia da polimerase

As reagoes foram realizadas em um volume definido de 50
pL e incluiram 50 - 500 ng de DNA, 1 U Zag DNA polimerase
(LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil), 200 uM dNTP’s (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), 1 - 2 mM MgCl,
(LGC Biotecnologia), 10X PCR Buffer (LGC Biotecnologia),
e 20 pmol de cada primer (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). Para
o estabelecimento de uma temperatura de annealing 6tima e
comum a todos os pares de primers, as reacoes individuais fo-
ram testadas em gradientes de temperatura varidvel entre 40°C
e 60°C, segundo a disposi¢ao dos tubos no aparelho de termo-
ciclagem (LGC XP thermocycler - BIOER Technology Co.,
Téquio, Japao). A desnaturagio inicial foi realizada a 94°C por
3 minutos, seguida por 40 ciclos incluindo trés passos consecu-
tivos de 45 segundos a 94°C, 50°C e 72°C. Uma fase de exten-
s30 a 72°C por 10 minutos finalizou o ciclo de amplificacio.
Os produtos obtidos foram submetidos 4 eletroforese em gel de
agarose 1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL) para
andlise via exposicao a luz UV e digitalizados em sistema de
fotodocumentagio (MiniBis-Pro photodocumentation system
- DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel).

Testes de sensibilidade

Testes de sensibilidade foram realizados empregando-se
dilui¢oes seriadas do DNA gendmico extraido de amostras
de sangue humano contaminadas artificialmente pelas cepas
microbianas acima mencionadas.

Testes de especificidade

Testes de especificidade foram realizados empregando-se
DNA extraido de amostras de sangue (DNA humano) ou
culturas puras (DNA de microrganismos incluidos ou no no
painel (vide também extracio de DNA).
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RESULTADOS

A andlise de maltiplas sequéncias de oligonucleotideos su-
geridas pelo programa Visual OMP' resultou em um painel
de quatro pares de primers compativeis para amplificagio dos
respectivos microrganismos no mesmo protocolo de termo-
ciclagem. Como os primers para Enterobacter spp. mostraram
amplificacio cruzada com E. coli, foi desenvolvido um par
adicional de primers baseados no gene LacZ de E. coli para
diagndstico diferencial em uma reagio separada, quando ne-
cessario. Esses primers geraram produtos de 526 bp (Entero-
bacter spp.), 430 bp (Candida spp.), 407 bp (E. coli), 377 bp
(P aeruginosa), e 198 bp (S. aureus) (Tabela 1).

A andlise das reagbes com 0 emprego de gradientes de tem-
peratura para todos os pares de primers forneceu uma tempe-
ratura de annealing consensual de 50°C (Figura 1). Para a
reacdo de diferenciacao adicional entre Enterobacter spp. e E.
coli foi empregada a temperatura de annealing a 60°C.

Os testes de sensibilidade demostraram um limite mini-
mo para detecgio de DNA microbiano de 5 ng (Enterobacter

M123 4

Figura 1 — Amplificagdo simultinea em tubos separados
de (1) P aeruginosa, (2) S. aureus (3) C. albicans, e (4) E.
aerogenes com temperatura comum otimizada de annealing
(50°C). (M) padrao molecular (100 bp ladder, Fermentas,
Ontario, Canad4).

Tabela 1- Base de dados de primers

Ferreira LE, Dalposso K, Hackbarth BB,
Gongalves AR, Westphal GA, Franga PHC et al.

spp.)» 5 pg (Candida spp., E. coli, P aeruginosa) e 500 fg (S.
aureus) (Figura 2). Resultados satisfatérios de especifidade
foram obtidos com todos os pares de primers quando com-
parados a DNA microbiano divergente e DNA humano (Fi-
gura 3), exceto pela reagio cruzada Enterobacter spp. — E. coli
mencionada acima.

M123 456 7

Figura 2 — Teste de sensibilidade para a PCR desenvolvida
para detecgdo de S. aureus. (1) 50 ng, (2) 5 ng, (3) 500 pg, (4)
50 pg, (5) 5 pg, (6) 500 fg, e (7) 50 fg. (M) padrao molecular
(100 bp ladder Fermentas).

M1 2 3 4 5% & 78R 9 10 M 121 &5% 678 910
1_"-

23 4 5% &§ 7B 9 10 M 12345678 910

Figura 3 — Teste de especificidade da PCR desenvolvida para
detec¢io de: (A) E. coli, (B) S. aureus, (C) P aeruginosa,
(D) Candida spp. (M) padrao molecular (100 bp ladder,
Fermentas, Ontario, Canadd). (1) E. coli, (2) S. aureus, (3)
P aeruginosa, (4) Candida albicans (5) A. baumannii, (6)
E. aerogenes, (7) Streptococcus salivarius, (8) Streptococcus
mutans, (9) H. sapiens, e (10) controle negativo.

Sequencias dos primers Microrganismo alvo Sentido Produto (bp)
CACCTATTTTCTATCTA S. aureus Senso 198
CCTATAATCGTTTTAAT Antisenso

GTCAGTGTTACCTAA P aeruginosa Senso 377
GAAAGGATCTTTGAA Antisenso
GTTAAGGTATTTACATT Candida spp. Senso 430
TCAGTTATCGTTTATT Antisenso
GAACATCAAACATTAAA E. coli Senso 454
AATCAGTCGAAGATA Antisenso
GTACGATTTGTTGTTA Enterobacter spp. Senso 526
AAAGAAAGCGTAATA E. coli Antisenso
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DISCUSSAO

Como os procedimentos diagndsticos confirmatérios
atuais para sepse exigem um periodo de 24 a 72 horas para
confirmagio da etiologia de uma infecgdo e identificagao
do patégeno, a terapia antibidtica é, em geral, iniciada
com uma base empirica.

Entretanto, estudos comparando hemoculturas e testes
moleculares para a detecgio de microrganismos associados
a sepse tem destacado um diagndstico significativamen-
te mais rdpido quando empregando técnicas baseadas na
PCR.<14’16)

O tempo necessdrio para diagndstico microbiolégico
especifico utilizando o painel molecular desenvolvido no
presente estudo é de cerca de 6 horas, exceto no caso de
positividade para Enterobacter spp., quando é necessdrio
um procedimento adicional de 2 horas para diferenciar de
E. coli. Também deve ser considerado que o painel desen-
volvido inclui a detecgao de Candida spp., tendo em vista
a dificuldade de romper as células fingicas para extragio
de DNA gen6mico."”

Considerando a alta sensibilidade dos métodos de de-
tecgao baseados em PCR, devem ser adicionadas certas
medidas para impedir resultados falsos positivos. Estas
medidas incluem controles internos utilizando primers
nao especificos baseados em sequéncias conservadas de
nucleotideos de diferentes espécies e protocolos estrita-
mente seguros para extragio e amplificacio de DNA.®

Outros estudos propuseram métodos diferentes de
procedimentos diagndsticos baseados em PCR."2V Por
exemplo, foi proposta uma estratégia molecular para de-
tectar 62 patégenos por meio de PCR seguido de hibri-
dizagao,?? entretanto, esta abordagem nao envolve a di-
ferenciagio dos microrganismos. Neste contexto, sistemas
de detecgao em larga escala, utilizando microarrays alta-
mente sensiveis e métodos de PCR foram utilizados para
identificar 800 genes de microrganismos relacionados a
sepse;®? porém, o valor clinico da técnica ¢ comprometi-
do pela complexidade intrinseca e altos custos.

Em um estudo recente,”” um conjunto de primers foi
apresentado para detecgdo dos cinco microrganismos mais
prevalentes em culturas de sangue, sugerindo que painéis
moleculares demonstram uma maior sensibilidade e sao
mais rdpidos do que as hemoculturas. Mais ainda, méto-
dos répidos e sensiveis baseados em painéis moleculares
para a identificagio de patdgenos bacterianos e fingicos
causadores de sepse diretamente a partir das amostras de
sangue parecem promissores para um refinamento anteci-
pado da terapia antibidtica empirica."
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CONCLUSAO

Em comparagio a sistemas convencionais de detecgio
multipla, onde todos os primers sao incluidos em um tnico
kit de reagio “fechado”, o painel molecular oferece a vanta-
gem adicional de um sistema “aberto”, onde primers objeti-
vando outros microrganismos podem ser adicionados a um
tnico protocolo de reacio de PCR, sem interferir no tempo
de diagndstico.

Concluimos que o painel molecular desenvolvido é um
método confidvel para a detecgio de microrganismos relacio-
nados a sepse e mais estudos devem ser feitos para avaliar seu
papel em condicdes clinicas.
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ABSTRACT

Introduction: Sepsis is a systemic inflammatory response
related to high mortality rates in the hospital environment.
Delayed etiological diagnosis and inadequate antimicrobial therapy
are associated with treatment failures. Molecular tests based on
polymerase chain reaction are regarded as faster and more accurate
procedures than culture techniques for microbial identification,
providing a higher rate of therapeutic success.

Objective: To develop a panel of primers for DNA fragments
of sepsis-related microorganisms.

Methods: Primers for amplification of Enterobacter spp.,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and
Candida spp. were designed and tested for sensitivity and specificity
on the basis of their respective standard strains.

Results: The intended specificity was obtained for P aeruginosa,
S. aureus and Candida spp primers. Sensitivity tests showed
a threshold for detection from 5 ng to 500 fg in blood samples
contaminated with microbial DNA.

Conclusions: The molecular panel presented offers the
advantage of a flexible ‘open’ system when compared to other
multiplex detection methods.

Keywords: Molecular diagnostic techniques; Polymerase

chain reaction; Sepsis; DNA primers/diagnosis; Nucleic acid
amplification techniques
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