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RESUMO

A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria patogénica considerada “uma ameaca urgente
a saude humana”, pois é crescente 0 numero de relatos de bactérias resistentes aos antibidticos,
principalmente aos considerados de ultima linha para seu tratamento, como a colistina. Com
isso, se faz necessario o entendimento de seus mecanismos de resisténcia, para saber as
melhores formas de tratamento e desenvolver novas drogas para tratar as infec¢fes. Para isso a
PCR quantitativa em tempo real em estudos de expressao relativa se tornou uma das ferramentas
mais eficazes a fim de compreender o funcionamento bacteriano a nivel transcricional, porém
para que os resultados sejam confiaveis e reais € necessdria a realizacdo da etapa de
normalizacdo, que dentre 0s possiveis 0 mais comum € por meio do uso de genes de referéncia.
Porém a escolha dos genes a serem utilizados como normalizadores dentre os genes apontados
pela literatura tem se mostrado controversa e, em muitos casos, com pouca confiabilidade. Essa
dificuldade seria eliminada se houvesse um banco de dados robusto, para diversos tipos de
estudos para espécies além de humanos e ratos. Assim, surgiu a necessidade de avaliar dentre
0s estudos expressao génica bacteriana utilizando a qPCR, os genes utilizados como
normalizadores e os iniciadores utilizados para amplifica-los. Em uma analise da literatura,
disponivel no Pubmed, os genes 16S e rpoB foram os mais usados como normalizadores.
Através de analises in silico feitas apds a andlise de literatura foi possivel observar que de 38
sequéncias de pares de iniciadores analisados apenas quatro estavam dentro do padréo ideal
sendo os melhores a serem utilizados em pesquisas posteriores, dentre as quatro apenas uma

era referente a um dos genes mais utilizados, o 16S.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, RT-gPCR, Normalizacéo, estudos de expressao.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a pathogenic bacterium considered to be an "urgent threat to
human health™ because the number of antibiotic-resistant bactéria is increasing, especially those
considered to be the last line for its treatment, such as colistin. For this it is necessary to
understand their mechanisms of resistance to know the best forms of treatment and to develop
new drugs to treat infections. For this purpose, real-time quantitative PCR in relative expression
studies has become one of the most effective tools to understand bacterial functioning at the
transcriptional level, but for the results to be reliable and real, it is necessary to perform the
normalization step, which among the possible the most common is through the use of reference
genes. However, the choice of the genes to be used as normalizers among the genes pointed out
in the literature has been controversial and, in many cases, with little reliability. This difficulty
would be eliminated if there were a robust database for various types of studies for species other
than humans and rats. Thus, there was a need to evaluate among the bacterial gene expression
studies using gPCR, as normalizing genes and the primers used to amplify them. In a literature
review, available in Pubmed, the 16S and rpoB genes were most commonly used as normalizers.
Through in silico analysis after literature analysis it was possible to observe that the sequences
of shared primer pairs were only smaller series within the ideal standard and the best ones in
the future used in later experiments, among others only one referring to one of the genes most

commonly used, the 16S.

Key words: Bacterial resistance, RT-qPCR, Normalization, expression studies.
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1. INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae resistente a mualtiplos medicamentos (MDR) foi sinalizada pela
Organizacdo Mundial de Saude e pelo Center for Disease Control como “uma ameaga urgente
a saade humana”, por ser responsavel por diversas doencas de alta mortalidade, incluindo
pneumonia, infecgdes do trato urinario e infec¢Bes da corrente sanguinea, que estdo se tornando
trataveis apenas com antibidticos de Gltima linha, como a colistina. A colistina é um antibidtico
polipeptidico de carga positiva da classe das polimixinas que se liga ao lipideo A na superficie
celular bacteriana carregada negativamente, diminuindo a carga liquida, permeabilizando a

membrana e culminando na lise celular (CAIN et al., 2018).

Estudos para melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia ascendentes estdo
sendo realizados (MACNAIR et al.,, 2018; NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA;
CARATTOLI, 2017). Entretanto, a correta associagéo entre os perfis de expressao destes genes
de resisténcia e os fenotipos observados ainda nao é bem elucidada, mostrando a necessidade
de estudos que gerem dados de analise de expressdao com confiabilidade para posteriores
conclusdes e aplicagdes, como a melhor terapia para combater infecgdes causadas por tais
patdégenos bem como criacdo de novos antibidticos capazes de combaté-los com mais eficacia
(AH; KIM; LEE, 2014).

Para a avaliacdo da expressao de genes de resisténcia, a PCR quantitativa em tempo real
(gPCR) constitui-se como uma ferramenta precisa, de analise simples, rapida e confiavel. As
aplicacGes podem ser classificadas como quantitativas ou qualitativas, e, dando énfase a
quantitativa, podemos classificar em quantitativa absoluta, que € utilizada para analise de carga
viral/niamero de cdpias de um determinado gene, baseando-se na comparagdo com um padrdo
cujo nimero de moléculas ja € conhecido, e a quantitativa relativa, que é utilizada para ensaios
de expressdo génica, tendo como objetivo avaliar mudancas entre dois grupos experimentais
distintos (VANDESOMPELE et al., 2002).

Contudo, a aplicacdo desta metodologia € atrelada a uma etapa de sele¢do dos genes de
expressdo constitutiva a serem utilizados como controles internos para normalizacdo das
variaveis, como quantidade inicial de material analisado, eficiéncia enzimatica e diferenga de
atividade transcricional entre celulas (VADESOMPELE et al., 2002).

Os iniciadores apontados pela literatura em muitos casos se mostram ineficientes, por
deixarem de amplificar ou por amplificarem com baixa eficiéncia os genes a que sao referentes.

A normalizacao reflete na confiabilidade dos resultados e pode variar a depender do objetivo
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do estudo (BUSTIN et al., 2009; SAVLI, 2003). Além da busca na literatura, haveria uma maior
facilidade de escolha deles por meio de bancos de iniciadores, sendo alguns ja existentes e
funcionais, como o RTprimerDB, indicado pelo guia de Informacdo Minima para publicacéo de
Experimentos de PCR Quantitativa em Tempo Real - MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR) que é um conjunto de diretrizes que descreve as
informagdes minimas necessarias para avaliar experimentos de qPCR, que visam direcionar a
confiabilidade dos resultados para ajudar a garantir integridade na literatura cientifica,
promover consisténcia entre laboratérios e aumentar a transparéncia (BUSTIN et al., 2009).
Porém, este banco abarca em sua grande maioria iniciadores de eucariotos, como humanos e
ratos (PATTYN, 2003, 2006).

Assim, evidenciou-se a necessidade de revisar e analisar os genes utilizados como
normalizadores e seus iniciadores encontrados na literatura para selecionar dentre eles os
melhores para serem utilizados como normalizadores em estudos de expressdo génica,
objetivando assim, organizar um banco de dados de genes normalizadores e seus iniciadores a
serem utilizados em estudos posteriores, levando em consideracdo as diretrizes estabelecidas
pelo MIQE.

Baseado na importancia clinica, cientifica e na necessidade da realizacdo da gPCR para
um melhor entendimento dos mecanismos de resisténcia citados, torna-se necessaria uma
avaliagdo da qualidade dos iniciadores utilizados como normalizadores, visto que séo parte
fundamental na confiabilidade dos resultados de expressdo génica. Visando a potencializagéo
de pesquisas posteriores, quanto as op¢des de iniciadores e seus parametros, sendo de extrema

importancia para o0 meio académico, e consequentemente a sociedade.

Este trabalho realizou uma andlise in silico de diferentes iniciadores descritos por
diversos autores utilizados para amplificar os genes normalizadores, para verificar a sua
confiabilidade e sensibilidade, selecionando por pardmetros como: fluordforo utilizado,

tamanho de fragmento, amplificagdo do fragmento na ferramenta PCR in silico, entre outros.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella spp. sdo bacilos gram-negativos, anaerdbios facultativos e nao-moveis,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2015), possuindo
77 antigenos capsulares (antigenos K), levando a 13 diferentes sorotipos. Essas cépsulas
polissacaridicas bem desenvolvidas ddo as colbnias sua aparéncia mucoide caracteristica
quando cultivadas em meio sélido. No agar MacConkey, as col6nias tipicamente parecem
grandes, mucoides e roseas, com o pigmento geralmente se difundindo no &gar circundante,
indicando fermentacdo da lactose e producdo de acido (Figura 1) (PUBLIC HEALTH
ENGLAND, 2015). Taxonomicamente, as espécies do género Klebsiella sdo classificadas em
K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola, K. ornithynolytica, K. pneumoniae, e esta compreende

as subespécies: pneumoniae, ozaenae e rhinoscleromatis (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

Figura 1 Klebsiella pneumoniae em &gar MacConkey. Colbnias
Lactose-positivas. Cultivo 37 ° C, 24 horas. Fonte:
microbioloavinpictures.com

Sendo considerada uma das principais espécies causadoras de infeccBes hospitalares e
comunitariamente adquiridas (SIU et al., 2012), podem causar bacteremia e infec¢des hepaticas,
e foram isoladas de varias infecgdes incomuns, incluindo endocardite, peritonite, colecistite
aguda, mionecrose crepitante, piomiosite, fasceite necrosante, infecces do espaco fascial de
cabeca e pescoco e artrite séptica (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2015). Estas infeccGes sao
em geral associadas ao uso de dispositivos invasivos, como 0s cateteres, indicando a
importadncia da adesdo bacteriana e formacdo de biofilme (estrutura complexa de

microrganismos, envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos, aderidos entre si a
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uma superficie ou interface) para o estabelecimento da infeccdo (PODSCHUN; ULLMANN,
1998; WU et al., 2010).

Como patdgenos oportunistas, infectam principalmente individuos
imunocomprometidos que sofrem de doengas subjacentes graves, sendo responsaveis por alta
taxa de mortalidade e com relatos cada vez mais frequentes em surtos hospitalares. Em
conjunto, a resisténcia a varios antimicrobianos apresentada por estas bactérias tem levado a
uma terapia limitada (DZIDIC, 2008; PODSCHUN; ULLMANN, 1998) e esta entre as trés

maiores causadoras de infec¢des hospitalares no Brasil (ANVISA, 2016).

A resisténcia em K. pneumoniae pode desenvolver-se por mutacdo, como a resisténcia
as fluoroquinolonas, ou por aquisicao de elementos genéticos moveis (figura 2). K. pneumoniae
carrega um gene de resisténcia (betalactamase localizado no cromossomo) que naturalmente
torna as penicilinas com um espectro estendido ineficazes. A resisténcia a outras drogas
antibacterianas orais amplamente utilizadas e disponiveis, como o cotrimoxazol e as
fluoroquinolonas, surgiu e se espalhou globalmente. As altas proporcbes de resisténcia a

cefalosporina na espécie (mediada por ESBLs ou pela enzima adquirida AmpC) também

Antibiotic Gram-Negative Bacterium °,
00 ° .
Loss of porins B-lactamases in periplasmic space Overexpression of
carbapenems (imipenem) B-lactams (including carbapenems transmembrane efflux pump
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Q \
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Figura 2 Mecanismos de Resisténcia em Bactérias Gram-Negativas e o0s
Antibidticos Afetados. Fonte: Peleg, A. Y., & Hooper, D. C. (2010).

significa que o tratamento para suspeita de infeccGes graves por K. pneumoniae em muitas
situagdes se restringiram aos carbapenémicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Dada a ampla disseminacdo de isolados K. pnemoniae resistentes e 0 uso de
carbapenémicos, emergiram relatos de isolados produtores de carbapenemases, enzimas
capazes de inativar estes antimicrobianos (figura 2) (MEYER; PICOLI, 2011). K. pneumoniae


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=3107499_nihms296483f1.jpg
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é hoje a principal causa de infecgdes causadas por bactérias resistentes a carbapenémicos no
mundo todo. Todos 0s genes mais importantes que podem conferir resisténcia aos
carbapenémicos (via producdo carbapenemase) foram detectados em cepas de K. pneumoniae,
tornando assim quase todas as op¢oes de tratamento disponiveis ineficazes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). Com isso, a prética clinica vem enfrentando desafios decorrentes do
surgimento de isolados bacterianos multirresistentes no Brasil e em todo o mundo, por
apresentarem opcOes terapéuticas cada vez mais limitadas (FALAGAS; RAFAILIDIS;
MATTHAIOU, 2010).

Nesse contexto, os antibidticos da classe das polimixinas (polimixina B e colistina) vém
se tornando um dos ultimos recursos efetivos para tratamento de tais infec¢fes. No entanto,
relatos de emergéncia de isolados de K. pneumoniae resistentes a colistina tém sido cada vez
mais comuns (CANNATELLI et al., 2013). A resisténcia a colistina envolve alteragdes no
lipopolissacarideo (LPS), que resultam no impedimento da interagdo do antibidtico com seu
alvo (GUNN et al., 1998). Embora alguns trabalhos tenham elucidado alguns dos mecanismos
subjacentes a resisténcia a polimixinas, uma grande quantidade de informacao ainda precisa ser
esclarecida, pois existem cepas resistentes para as quais 0s mecanismos de resisténcia ainda néo
foram explicados. Esses achados sdo de suma importancia, dada a atual importancia das
polimixinas na pratica clinica e 0 aumento da resisténcia bacteriana a essas drogas (OLAITAN;
MORAND; ROLAIN, 2014).

Com este histdrico, K. pneumoniae esta entre 0s oito patdgenos listados pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS), por estarem continuamente sendo reportados com taxas
crescentes de resisténcia a antibidticos, para desenvolvimento de mais pesquisas e também
novos antibioticos para o tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). Diversos
mecanismos moleculares em genes cromossdmicos, relacionados a resisténcia as polimixinas,
foram descritos em K. pneumoniae, a maioria deles resultando em modificagdo do lipidio A na
membrana externa (POIREL et al., 2018; STORM; ROSENTHAL; SWANSON, 1977),
embora ainda existam alguns isolados exibindo mecanismos inexplicaveis (BARON et al.,
2016). Por isso além de estudos para identificar possiveis mutacdes ou genes diretamente
ligados a resisténcia, é importante estudar os mecanismos transcricionais bacterianos afim de
poder compreender de que forma ela se comporta na presenga do antibidtico e o que pode ser

feito para ter um tratamento eficaz.
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2.2.qPCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma das tecnologias mais poderosas da
biologia molecular. Utilizando PCR, sequéncias especificas dentro de um molde de DNA ou
c¢DNA podem ser copiadas, ou “amplificadas”, muitos milhares a um milhao de vezes utilizando
pequenos oligonuclettidos (iniciadores) especificos de sequéncia, DNA-polimerase estavel ao
calor e ciclagem térmica. Na PCR tradicional a deteccdo e quantificacdo da sequéncia
amplificada sdo realizadas no final da reacéo, ap6s o ultimo ciclo de PCR, e envolvem a analise
p0s-PCR, tais como eletroforese em gel e analise de imagem. Ja na PCR quantitativa em tempo
real, proposta por Higuchi et al. Em 1993, o produto de PCR é medido em cada ciclo. Ao
monitorar as reagdes durante a fase de amplificacdo exponencial da reacdo, os usuarios podem
determinar a quantidade inicial de alvo com grande precisdo (DORAK, 2007).

Nos ultimos anos, a PCR em tempo real tornou-se a principal ferramenta para a detec¢éo
e quantificacdo de DNA ou RNA, pelas suas principais vantagens como: a capacidade de
monitorar o progresso da reacdo de PCR como ocorre em tempo real, a possibilidade de medir
com precisdo a quantidade de amplicon (produto de PCR) em cada ciclo, 0 que permite uma
quantificacdo altamente precisa da quantidade de material de partida em amostras, um aumento
na faixa dindmica de deteccdo e a eliminacdo das manipulacdes p6s-PCR ja que amplificacdo e
a deteccdo ocorrem em um Unico tubo (BUSTIN, 2002; VANDESOMPELE et al., 2002).

Na PCR em tempo real, existem trés etapas principais que compdem cada ciclo em uma
reacdo de PCR em tempo real: a desnaturacdo, o anelamento e a extensdo, e as reagdes
geralmente sdo executadas por 40 ciclos. A guantidade de DNA é medida apds cada ciclo
através de corantes fluorescentes que produzem um sinal fluorescente crescente em proporcao
direta a0 nimero de moléculas de produto de PCR geradas. Os dados recolhidos na fase
exponencial da reacdo fornecem informagao quantitativa sobre a quantidade inicial do alvo de
amplificacdo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016). Além das etapas bésicas da técnica, existem
dois métodos de quantificacdo: o absoluto e o relativo. A quantificacdo absoluta determina o
numero real de copias do alvo, mas é também a forma de quantificagcdo mais trabalhosa e dificil.
Este método requer um planejamento cuidadoso e uma curva padrdo altamente precisa. A
quantificacdo absoluta € frequentemente usada para determinar carga viral.
Ja a quantificacdo relativa ainda requer um planejamento cuidadoso, mas os dados gerados séo
relativos a abundancia relativa, e ndo ao niumero de copias exatas. Este € 0 metodo de escolha
para estudos de expresséo génica e oferece duas opgdes principais para quantificacao: AACt e
quantificacdo de curva padrdo (DORAK, 2007; SVEC et al., 2015).
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Existem basicamente trés métodos comumente utilizados para deteccdo dos alvos de
RNA ou cDNA na gPCR, mas em cada caso ha uma baixa emisséo de fluorescéncia no inicio
e cresce gradativamente a cada ciclo, de acordo com a amplificacdo, o que leva a quantificacéo.
Pode-se utilizar fluoréforos de ligagdo ao DNA nZo especificos em geral (por exemplo, SYBR®
Green 1), iniciadores marcados com fluoréforo (por exemplo, LUX) ou sondas especificas para
sequéncias (por exemplo, Scorpions) (BUSTIN, 2005). Dentre eles, 0 SYBR® Green | possui
algumas vantagens em relacdo aos demais fluordéforos como relativa simplicidade, mesmo
sendo inespecifico, e custo reduzido dentro do experimento (PONCHEL et al., 2003). Com isso,
identificacdo precisa do pico alvo depende da amplificacdo do alvo puro, para tal, cada
componente e suas concentracBes para a eficiéncia na técnica é de grande importancia, bem
como a estrutura onde se trabalha para realiza-la. Porém existem etapas de suma importancia
para o delineamento do experimento: a escolha e/ou desenho dos iniciadores, que implica
diretamente na eficiéncia do ensaio bem como a normalizagéo do ensaio, para que os resultados
gerados sejam robustos, confidveis e verdadeiros (SVEC et al., 2015).

2.2.1. Iniciadores

Os iniciadores devem ser projetados de acordo com as diretrizes padrdo de PCR sendo
especificos para a sequéncia alvo e estar livres de estrutura secundéria interna, levando em
consideracdo que o comprimento do amplicon deve ser entre 60 a 200 pb, uma vez que produtos
mais longos n&o séo amplificados com a mesma eficiéncia. Em geral, os iniciadores devem ter
18 a 24 nucleotideos de comprimento, pois fornece temperaturas praticas de anelamento. Os
pares de iniciadores devem ter temperaturas de fusdo compativeis (com diferenca dentro de 1°C
entre o par) e conter aproximadamente 50% de conteudo de GC, se ndo podem formar hibridos
imperfeitos e estaveis. Se possivel, a extremidade 3 'do iniciador deve ser rica em GC (grampo
GC) para aprimorar o anelamento da extremidade que serd estendida. Além de analisar
sequéncias de pares de iniciadores para evitar complementaridade e hibridac&o entre iniciadores
(dimeros de iniciadores), os iniciadores devem evitar trechos de nucleotideos repetidos, uma
vez que estes podem hibridizar de forma inadequada. Para confirmar a especificidade de
iniciadores, deve-se realizar uma pesquisa do BLAST em bancos de dados publicos para ter
certeza de que os iniciadores reconhecem apenas o alvo de interesse, evitando tanto formacao
de dimeros e alcas quanto amplificacdo de alvo inespecifico (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016;
DORAK, 2007).

Para facilitar a escolha de iniciadores foi criado o PrimerBank, um banco de dados
online  de iniciadores, com uma interface web de acesso livre

(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank). Nele existem varias maneiras de procurar por
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iniciadores: nimero de acesso no GenBank, acesso a proteina pelo NCBI, ID do gene, ID do
PrimerBank. O PrimerBank contém atualmente mais de 300.000 iniciadores projetados para a
maioria dos genes humanos e de camundongos conhecidos. Este site também apresenta um
protocolo experimental detalhado para PCR em tempo real do SYBR® Green e questdes comuns
relacionadas a PCR em tempo real (DORAK, 2007). Além do PrimerBank existe também o
RTprimerDB, que € um banco de dados publico e de analise para aplica¢fes de qPCR hospedado
no Centro de Genética Médica do Hospital Universitario de Gent, Bélgica. O banco de dados
foi inicialmente desenvolvido para abordar o problema de escolha e desenho de iniciadores e
avaliacdo de ensaios para quantificacdo ou deteccdo das mesmas sequéncias de &cido nucléico
por diferentes individuos, o que impede significativamente ensaios padronizados e uniformes.
Portanto, o objetivo principal do banco de dados era a implantacdo de uma interface web para
encontrar informacbes de iniciadores e sondas em ensaios de (PCR validados
experimentalmente submetidos por colegas no campo de PCR em tempo real (PATTYN, 2003).

O RTPrimerDB fornece identificadores Unicos (RTPrimerDB IDs) para testes gPCR
validados, preferencialmente publicados em periddicos revisados. Diferentemente do
PrimerBank, esse possui outros tipos de organismos e inclusive ja incluiu em seu banco um
organismo procarionte. Os dados que sdo mantidos incluem todas as informacgdes necessarias
para entender o propdésito de um ensaio e implementa-los em um experimento. Adicionalmente,
para ensaios de expressdo génica, contém informacdo sobre o alinhamento de iniciadores e
sondas nos transcritos génicos conhecidos, junto com a analise de estrutura secundaria de
amplicon baseado no algoritmo mfold. Além de os usuarios que testaram um iniciador do banco
de dados poder dar o feedback sobre o desempenho do ensaio em termos de especificidade,
sensibilidade e eficiéncia de reagdo (PATTYN, 2006).

2.2.2. Normalizagao

A PCR em tempo real tornou-se um método de escolha para a analise da expressao
génica. A eliminag&o das inconsisténcias experimentais deve ser uma preocupagao primordial
para 0 projeto experimental de PCR em tempo real. Desviar-se do plano experimental pode
limitar a capacidade dos pesquisadores de comparar dados e levar a conclusées errdneas se 0s
desvios ndo forem considerados na analise. As fontes da variabilidade experimental incluem a
natureza e a quantidade da amostra inicial, o processo de isolamento do RNA, a transcricao
reversa e a amplificacdo por PCR em tempo real (ANDERSEN; JENSEN; @GRNTOFT, 2004)

A normalizacéo e essencialmente o processo de neutralizar os efeitos da variabilidade
dessas fontes. Embora existam estratégias individuais de normalizagdo em cada estagio da PCR

em tempo real, algumas sdo mais eficazes que outras. Estas estratégias incluem: normalizacédo



20

da quantidade da amostra, seria iniciar o isolamento de DNA ou RNA com uma quantidade
semelhante de amostra, podendo minimizar a variabilidade, porém é apenas aproximado e ndo
aborda desvios no isolamento do RNA. Normalizando a quantidade de RNA ou DNA, para que
a quantificacdo seja precisa uma avaliacdo de qualidade das amostras de RNA ou DNA ¢
necessaria, mas € insuficiente como o Unico método para normalizacdo, porque ela nédo
controlam as diferencas de eficiéncia na transcricdo reversa (RT) e reacOes de gPCR; a
pipetagem também esta sujeita a variagdo do operador e ndo é normalizada com a analise de
RNA pos-purificacdo; e, através da normalizacdo por um gene de referéncia (DORAK, 2007;
HUGGETT et al., 2005).

O uso de um gene normalizador (também chamado de gene de referéncia ou controle
enddgeno) é o método mais completo de abordar quase todas as fontes de variabilidade na
gPCR. No entanto, para este método funcionar, o gene deve estar presente em um nivel
consistente em todas as amostras comparadas. Um gene normalizador eficaz controla a
qualidade e a quantidade de RNA e as diferencas nas eficiéncias de amplificagdo por PCR em
tempo real e RT. Se a RT transcreve ou a DNA polimerase amplifica um alvo em taxas
diferentes em duas amostras diferentes, o transcrito do normalizador refletira essa variabilidade.
Genes de referéncia endégenos, como um gene de expressao constitutiva, ou alvos exdgenos
de acido nucléico podem ser usados. Para obter perfis de expressdo precisos e reprodutiveis de
genes selecionados usando PCR em tempo real, é fundamental usar produtos de genes de
controle interno confiaveis para a normalizacéo dos niveis de expressdo entre os experimentos
- tipicamente, produtos de expressdo de genes de manutencao celular sdo usados (HUGGETT
etal., 2005; LING; SALVATERRA, 2011).

O alvo escolhido para ser o padrdo interno (ou controle enddgeno) deve ser expresso
aproximadamente no mesmo nivel que o produto do gene experimental. Utilizando um controle
endégeno como uma referéncia ativa, a quantificagdo de um alvo de mRNA pode ser
normalizada para diferentes na quantidade de RNA total adicionado a cada reacdo.
Independentemente do gene escolhido para atuar como controle enddgeno, esse gene deve ser
testado sob todas as condicGes experimentais, para assegurar que exista uma expresséo
consistente do gene de controle sob todas as condicdes, pois a depender do estudo feito e das
condicdes a que a celula ou tecido va ser exposto e analisado pode haver uma variagdo da sua
expressdo (BUSTIN et al., 2009) .

Dessa forma, a normalizagdo € um componente essencial de um ensaio qPCR, uma vez

que controla as varia¢@es no rendimento da extracdo, no rendimento da transcricao reversa e na
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eficiéncia da amplificagdo, permitindo comparagdes das concentragcdes de mRNA em diferentes
amostras. O uso de genes de referéncia como controles internos € o método mais comum para
normalizar os dados do RNAm celular (HUGGETT et al., 2005), sua utilidade deve ser validada
experimentalmente para determinados tecidos ou tipos de células e delineamentos
experimentais especificos. E muitas analises moleculares ainda contém dados gPCR que séo
pouco normalizados (ANDERSEN; JENSEN; @RNTOFT, 2004; BUSTIN et al., 2009;
PFAFFL, 2001; VANDESOMPELE et al., 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

O nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos da expresséo de genes de resisténcia
por qPCR e a escolha dos genes a serem utilizados como normalizadores dentre 0s genes
apontados pela literatura tem se mostrado controversa e, em muitos casos, com pouca
confiabilidade. Essa dificuldade seria eliminada se houvesse um banco de dados robusto, como
o PrimerBank, onde houvesse genes e seus respectivos iniciadores validados para diversos tipos
de estudos para espécies além de humanos e ratos. Assim, surgiu a necessidade de avaliar
dentre os estudos expressdo génica bacteriana utilizando a gPCR, os genes utilizados como

normalizadores.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS
Analisar in silico de iniciadores de genes referéncia utilizados como
normalizadores em estudos utilizando qPCR para avaliacdo da expressao de
isolados de Klebsiella pneumoniae

4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os estudos utilizando o fluor6foro SYBR® Green em estudos com K.
pneumoniae através de qPCR

o Verificar a presenca das sequéncias de iniciadores de genes de referéncia em
estudos com K. pneumoniae através de gPCR utilizando SYBR® Green.

e Revisar 0s genes de referéncia mais utilizados para normalizacdo em estudos
com K. pneumoniae através de gPCR.

e Analisar os iniciadores dos genes de referéncia de K. pneumoniae de acordo com
normas estabelecidas internacionalmente

e Criar um banco de iniciadores para serem utilizados em pesquisa de resisténcia

bacteriana posteriormente.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1.DELINEAMENTO DO TRABALHO
Esse estudo trata-se de uma revisdo da literatura acerca dos genes de referéncia e seus
respectivos iniciadores utilizados em estudos de expressao génica em Klebsiella pneumoniae
feitos por meio da técnica qPCR. Foram analisados 112 trabalhos publicados do periodo de
2009 a 2018, sem preferéncia quanto a nacionalidade dos artigos publicados, por ter sido o
periodo a qual compreendia trabalhos de expressao génica com a referida bactéria utilizando

gPCR e SYBR® Green como o fluoréforo.

« Artigos que utilizaram SYBR® Green
+Estudos de expressao génica
Busca de artigosie Presenca de gene normalizador

Nkl « Presenca da sequéncia de iniciadores
para analise

«Presenca de amplificacdo no alvo

LUELERIEIEE < Tamanho do fragmento amplificado
(PCR
amplification)

» Tamanho do iniciador

* Temperatura de melting

Andlise in silico R REl®

(G EEE)N » Complementaridade na regido 3'

*Formac&o de Algas/Dimeros
Analise In silico iy¥e}

(Beacon
Design) J

Fluxograma 1 Delineamento do trabalho. Fonte: Autor
5.1.1 Selegdo e organizacéo dos trabalhos cientificos
Para a consulta dos artigos e demais trabalhos cientificos foi utilizado a ferramenta de

pesquisa PubMed presente no NCBI (National Center for Biotechnology Information)
utilizando o seguinte descritor (em inglés): “Klebsiella pneumoniae Real-time PCR. Apoés a
leitura dos trabalhos cientificos, foram selecionados os que apresentavam as informacdes
condizentes com 0s objetivos propostos (fluxograma 1):

e Estudos de Expressdo génica;

e Estudos utilizando SYBR® Green como fluoréforo;

e Estudos com a presenca de genes normalizadores;

e Estudos com a presenca da sequéncia dos iniciadores dos genes normalizadores;
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5.1.2. Andélise dos iniciadores

Foram analisados iniciadores obedecendo as diretrizes do MIQE (2013) e os parametros
indicados pelo Manual da Applied Biosystems (2016). Apés a selecéo, os pares de iniciadores

foram submetidos a plataforma In silico PCR amplification (http://insilico.ehu.es/PCR/) e foi

verificado se havia amplificacdo para as cepas de K. pneumoniae, 0s que ndo amplificaram
foram excluidos imediatamente das analises seguintes bem como 0s que apresentaram
amplificacdo acima de 200 pares de base, entdo foram selecionados os que geravam amplicons
entre 60 e 200 bases.

Posteriormente, estes foram analisados através da ferramenta Primer-Blast do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para analise dos parametros considerados
ideais, pois quando ndo se encontram dentro dos parametros eles podem apresentar problemas

em relacgéo a eficiéncia:

e Tamanho do iniciador entre 18 e 28 nucleotideos: que implica na especificidade,
e eficiéncia.

e Diferenga menor que 1°C na temperatura de melting entre o par de iniciadores:
que influencia na eficiéncia da reacéo.

e Percentual de Guanina (G) e Citosina (C) aproximadamente de 50% (ndo menor
que 30% e maior que 80%): influencia na qualidade da ligac&o do iniciador com
o0 alvo, sendo assim, na eficiéncia da reagéo

e Pontuacdo menor que 2.00 na complementaridade da extremidade 3’:
extremidade que precisa ficar livre, pois é justamente onde a enzima Taq
polimerase se liga pra alongar a cadeia complementar do alvo. Essa informacao

implica na formac&o de alcas e dimeros.

Apbs a exclusdo dos pares de iniciadores que ndo se encaixavam dentro dos parametros
ideais foi feita uma andlise na versdo gratuita do Beacon Design da Premier Biosoft

International (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1) para:

e Formacéo de algas/grampos: quando eles se complementam dentro da propia
sequencia do iniciador, se fechando, levando ao formato de alga/grampo.
e Formacdo de dimeros: quando as sequéncias de iniciadores se complementam

(Foward — Foward, Reverse -Reverse e/ou Foward — Reverse)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1
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e Energia livre de Gibbs (AG): que é a energia necessaria para quebrar as possiveis
ligacbes formadas na extremidade 3’ citadas acima, estas que interferem na

eficiéncia do iniciador e consequentemente da reacéo.

Além de uma analise complementar com a ferramenta Primer-Blast para ver se 0s
iniciadores eram especificos apenas para K. pneumoniae ou se amplificavam para outras

espécies de bactérias (fluxograma 1).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da busca foi um total de 177 artigos, desses 112 realmente foram trabalhos
que utilizavam gPCR em estudos com K. pneumoniae (Grafico 1; APENDICE B). Foi possivel
observar o aumento de trabalhos utilizando a técnica ao longo dos anos, destacando-se 0s anos
de 2012 e 2016 (Gréfico 1 e 2). Em 2012 devido ao aumento nos relatos de cepas resistentes
aos carbapenémicos, mais estudos para identificacéo e expressao desses genes foram realizados
(CLIFFORD et al., 2012; NAPARSTEK et al., 2012; SRINIVASAN et al., 2012; VELEBA et
al., 2012; WANG; GU; LU, 2012a, 2012b; ZULFIQAR; SHAKOORI, 2012). Em 2016 devido
ao aumento no relato de cepas resistentes a colistina e tigeciclina, responsaveis no tratamento
de bactérias extensivamente resistentes (XDR) (AHN et al., 2016; AZIMl et al., 2016; CHENG
etal., 2016; CHOI; KIM; KO, 2016; DU et al., 2016; LIU et al., 2016; YUHAN et al., 2016).

Dentro dos 112 trabalhos, 49 utilizaram SYBR® Green como fluor6foro, os demais
utilizaram outros fluoréforos, a maioria utilizou-se de sondas, principalmente TagMan
(APENDICE B). Desses 49 artigos, 27 fizeram estudos de expressdo e 1 foi um estudo para
validar genes a serem utilizadores como normalizadores em estudo de expressdo em 2018. E
dentro desses 27 trabalhos, nenhum, apresentou mais que um gene como normalizador.
(THELLIN et al., 1999), porém estudos demonstram que a expressdo de um gene constitutivo,
que normalmente € escolhido como normalizador, pode variar consideravelmente, e como as

conclusdes séo dependentes do controle aplicado se o escolhido ndo for um bom controle, as
40
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Grafico 2 Trabalhos com Klebsiella pneumoniae utilizando gPCR por ano. Fonte: Autor
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Grafico 3 Gréafico de dispersdo para analise de distribuicdo de trabalhos com K.pneumoniae
utilizando gPCR. Fonte: Autor.

respostas obtidas podem estar distorcidas da realidade, por isso se tornou inaceitavel uma unica
referéncia, a menos que 0 0s pesquisadores mostrem que essa referéncia possui expressdo
invariavel na célula avaliada sob condicGes experimentais descritas (BUSTIN et al., 2009). Por
isso foi criado um método para escolha do gene mais estavel dentro do estudo a ser feito, com
as células e/ou tecidos alvos, além de determinar o numero ideal de genes a serem utilizados
como normalizadores, através do geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). Dentre 0s
informados o 16S foi 0 gene mais escolhido, sendo o dentre todo gene ou suas partes, como,
rrsA, rrskE e rrsH, (13/38) seguido do rpoB (6/38), como pode ser observado no grafico 3 e no
APENDICE A.

W 16S rpoB W 23S HEgyrA EgapABrho HErpoC
aat mffh WtrpS WgInA ErecA ErpoD i proC

Grafico 4 proporgdo dos iniciadores de genes utilizados como normalizadores analisados.
Fonte: Autor.
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No entanto, existem restricbes quanto ao uso de um RNA ribossémico para a
normalizagdo dos RNA mensageiros. Em primeiro lugar, os genes de RNA ribossdmico nédo
sdo recomendados para a analise da RT-gPCR devido a alta abundancia de transcritos desse
gene, o que dificulta a quantificacdo de transcritos de RNAmM raros e menos abundantes. Essa
alta abundancia também requer a dilui¢cdo das amostras de cDNA antes das reacbes de RT-
gPCR, aumentando assim os riscos de erros de diluicdo. Em segundo lugar, os RNAs
ribossdmicos e mensageiros apresentam tempos de vida distintos dentro da célula, o que
dificulta a comparacdo entre eles. Embora os RNAs mensageiros apresentem rapida reversao
de acordo com as condicdes fisiologicas de uma bactéria, 0 RNA ribossémico é degradado
apenas sob certas condigcOes de estresse. Em terceiro lugar, alguns estudos sugeriram que a
expressao de genes de RNA ribossémico pode estar sob algum controle regulatorio, o que vai
contra a caracteristica de expressdo constitutiva que é essencial para qualquer controle
endogeno (GOMES et al., 2018).

Apds os 28 trabalhos terem sido selecionados com base nos critérios estabelecidos, foi
iniciada a analise que pode ser observada no APENDICE A. Dentre eles, 4 ndo puderam ser
analisados por falta da sequéncia dos iniciadores. Segundo o MIQE essa é uma informacao
considerada essencial e deve estar presente em todo trabalho que faca uso desses
oligonucleotideos (BUSTIN et al., 2009). Por falta de amplificacdo em cepas de K. pneumoniae
na ferramenta “in silico PCR Amplification” foram excluidos trés. Quatro dos pares de
iniciadores foram excluidos pois ndo apresentavam amplificacdo na maioria das cepas de K.
pneumoniae na mesma ferramenta. Dois pares de iniciadores idénticos foram utilizados por dois
autores diferentes, porém a referéncia ndo foi citada em nenhum dos dois trabalhos (VAN
LAAR et al., 2015; ZULFIQAR; SHAKOORI, 2012). Iniciadores que ndo geram amplificacdo
em todas as cepas de K. pneumoniae ndo podem ser considerados especificos da espécie,
podendo amplificar apenas STs especificos, isso ndo anula sua eficiéncia, porém ele se torna de
uso limitado, o que pode fugir ao objetivo do estudo. Cinco pares de iniciadores foram
excluidos, pois amplificam fragmentos acima de 200 pb, sendo dois pares de iniciadores dentre
eles iguais também. Amplificagdes maiores que 200 pb influenciam na eficiéncia da reagéo
como um todo, podendo diminui-la, por isso é recomendavel escolha de iniciadores que
amplifiquem abaixo desse limite, além de ser considerada essencial ser informada no estudo
publicado (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016; BUSTIN et al., 2009). A literatura também sugere
que, em estudos de analise de expressdo de diversos genes, o tamanho de todos os amplicons
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deve ser semelhante. Visto que, substancias como SYBR®, vido produzir fluorescéncia de maior
intensidade em produtos de amplificagdo maiores (THORNTON; BASU, 2011).

Dentre os que foram analisados pela ferramenta Primer-Blast: todos se encontravam
dentro do tamanho ideal para um iniciador, sete foram excluidos pala diferenga maior que 1°C
na Temperatura de melting (Tm) entre os iniciadores que formavam o par, quatro obtiveram um
score maior que 2.00 em relacéo a complementaridade da extremidade 3’ e seis foram excluidos
por apresentarem tanto a diferenca de maior que 1° C na Tm quanto o score acima de 2.00 em
relagdo a complementaridade da extremidade 3’. S80 regras recomendadas para melhor
eficiéncia da reagdo e maior confiabilidade dos resultados dos estudos, principalmente com
relagdo extremidade 3’ quanto maior o score maior a possibilidade de formacédo de dimeros e
alcas, um mau-pareamento nessa extremidade tem um maior impacto na especificidade deste
iniciador e consequentemente na eficiéncia da reacdo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016).
Segundo ROCHA (2017), ap6s a publicacdo do MIQE guidelines em 2009 até o ano de 2015,
houve um aumento de publicacdes que se preocupassem em testar e validar genes de referéncia
bacterianos em RT-gPCR, assim como o nimero de cita¢bes referentes a estes estudos, e foi
possivel identificar os genes mais testados e mais validados, porém dentre todos os artigos
analisados apenas o artigo que trata da normalizacéo de genes de referéncia em K. pneumoniae

de GOMES et al. (2018) trouxe informac6es de forma detalhada como indicado pelo guia.

Dos cinco iniciadores contidos dentro dos parametros indicados, dois pares possuiam a
mesma sequéncia, por isso foram realizadas quatro analises no Beacon Design da Premier
Biosoft International. Entre os analisados, todos possuem possibilidade de formacéo de dimero
e/ou alcas, além de todos também apresentarem um AG relativamente alto (Anexo A). Alguns
estudos investigaram os efeitos dos maus-pareamentos entre iniciador e alvo, e demonstrou que
0 alvo pode ser amplificado mesmo com pequenos maus-pareamentos dentro do primer
(GHEDIRA et al., 2009; SIPOS et al., 2007; WHILEY; SLOQOTS, 2005), no geral um mau-
pareamento na regido 3’ afeta muito mais do que na regido 5’ e essa analise deve ser feita de
forma individual e detalhada (YE et al., 2012). Complementarmente nenhum destes pares de
iniciadores possui especificidade apenas para cepas de K. pneumoniae, sendo possivel

amplificacdo de outras bactérias (figuras 3).
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A normalizacdo dos dados de g°PCR com um gene de referéncia mal selecionado pode

alterar dramaticamente os resultados finais, na medida em que conclus6es opostas podem ser

obtidas quando comparados com resultados com normalizagdo com genes de referéncia

estaveis. Muitos laboratorios que executam qPCR regularmente s6 tém amostras normalizadas

para um unico gene de referéncia ndo validado usados para todos os projetos gPCR ao longo de

muitos anos. Alguns estudos evidenciam que ndo existe um gene de referéncia Unico para ser

utilizado sob as mais variadas condicdes entre diferentes tecidos. Por isso, a lista de potenciais

genes de referéncia tem sido cada vez mais escolhida a partir de publicacdes referentes as

ferramentas GeNorm e NormFinder para a estabilidade do gene de referéncia e deve ser

validado para cada estudo, com suas condi¢fes particulares. Dentre os beneficios de seguir as

A)
>MH106400.1 Serratia sp. strain 13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
product length = 151
Forward primer 1 ATGACCAGCCACACTGGAAC 20
Template - 316
Reverse primer 1 CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG 20
Template 437 ........ Tecesosonoes 428

>MH106399.1 Serratia sp. strain 12 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 151
Forward primer 1 ATGACCAGCCACACTGGAAC 20
Template 7. R o 317

Reverse primer 1 CTTCCTCCCCGCTGAMAGTG 20
Template 448, ..o ; RO 429

>MH106396.1 Serratia sp. strain 11 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 151
Forward primer 1  ATGACCAGCCACACTGGAAC 20
Template W oo 317

Reverse primer 1 CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG 20
Template 448 ... R 429

>MH106397.1 Serratia sp. strain 10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

©)]

Enterobacter cloacae complex sp. strain FDAARGOS_77 chromosome, complete genome

product length = 97
Forward primer 1 GAAGGCGGTAACAAAGGTCA 20
Template 2833393 wvvana seusieER 2833412

Reverse primer 1 TACACATGGTGGAACGGATG 20
Template 2833489 Q.o vitwmmeie 2833470

>CP026047 1 Raoultella planticola strain FDAARGOS_64 chromosome, complete genome

product length = 97
Features associated with this product:
two-component system response regulator BaeR

glutamate--ammonia ligase

Forward primer 1 GAAGGCGGTAACAAAGGTCA 20
Template 1790035 ..... T setonasommns 179@016

Reverse primer 1 TACACATGGTGGAACGGATG 20
Template 378993 .. onvne msmi s ey 1789958

>CP017990 1 Enterobacter cloacae complex sp. ECNIH7, complete genome

product length = 97
Features associated with this product:
type I glutamate--ammonia ligase

Forward primer 1 GAAGGCGGTAACAAAGGTCA 20
Template BI2BBAD: ..o oenonmmnnmminim e 5124461
Reverse nrimer 1 TACACATGGTGRAACGGATG 20

B)

>CP027108 1 Cronobacter sakazakii strain CS-931 plasmid pCsaCS931a, complete sequence

product length = 121
Forward primer 1 AACCTGAAGTGGGACGAAGT 20
Template IRIVOL" o ooimipoeimmia i min 3723326

Reverse primer 1 GGCCAGTCAGAACGACTTTT 20
Template 37234827 ....iiieeseis A.cuieas 3723408

7.1 Cronobacter sakazakii strain CS-931 chromosome, complete genome

product length = 121
Forward primer 1 AACCTGAAGTGGGACGAAGT 20
Template 3723325 isoiivaiteiiaiiasie 3723324

Reverse primer 1 GGCCAGTCAGAACGACTTTT 20
Template 3723445 ... iciiveenen Acciaoe 3723426

product length = 121
Forward primer 1 AACCTGAAGTGGGACGAAGT 20
Template p Lo U 7 7 (S B aes S S e T 1510718

Reverse primer 1 GGCCAGTCAGAACGACTTTT 20
Template 1510617 ....cveeenei A.ieiie 1510636

D)
>CP029646 1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain 311189_217186 chromosome, complete genome
product length = 97
Forward primer 1 TATTCTGGTTCCACGCAACA 20
Template 3553809 1€- .o cmmimimimiae et e 3553390
Reverse primer 1 GGATACAACGGAACGCACTT 20
Template 3953313. o inaewealsniin s e 3553332

>CP029958 1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain 311189_201186 chromosome, complete genome

product length = 97
Forward primer 1 TATTCTGGTTCCACGCAACA 20
Template 3555095, £...conconannaanasan 3555076

Reverse primer 1 GGATACAACGGAACGCACTT 20
Template 3554999 Licessieseiasaeisaies 3555018

>CP029925 1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain 311189_218186 chromosome, complete genome

product length = 97
Forward primer 1 TATTCTGGTTCCACGCAACA 20
Template 3557048 'C.icieiiizisiintisis 3557025

Reverse primer 1 GGATACAACGGAACGCACTT 20
Template 3556948 liiiiiivnanidiiiiaui 3556967

>CP029846 1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi strain 343078_273110 chromosome, complete genome

product length = 97
Forward primer 1 TATTCTGGTTCCACGCRACA 20

Figura 3 Andlise da especificidade do iniciadores através do Primer-Blast: A) 16S de Peng et al., 2018 e Su et al.,
2018; B) gapA de da Fonseca; Freitas; Vicente, 2011; C) gInA de Gomes et al., 2018 e D) rpoC de Gomes et al.,

2018 Fonte: Autor
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diretrizes propostas no MIQE estd a possibilidade de obtencdo de resultados robustos,
confiaveis e reprodutiveis no estudo da expressdo génica (GUTIERREZ et al., 2008; KUBISTA
etal., 2006; TAYLOR; MRKUSICH, 2014).

Dentre os genes referentes aos quatro pares de iniciadores, gapA e 16S ndo tem
informagdes sobre a estabilidade deles nos estudos dos quais foram retirados. J& o gInA e rpoC
dentro do estudo do qual foi tirado ndo se encontram dentre 0s genes mais estaveis no final de
todas as analises. A analise in silico ndo garante a boa reprodutibilidade e a total eficacia quando
aplicado em pesquisas in vivo. Com isso, mais estudos sdo necessarios, que abranja um nimero
maior de artigos acoplados em outros bancos de dados, além do Pubmed, para avaliar
iniciadores e identificar os que estejam dentro do padrdes recomendados, que sejam especie-
especifico abrangendo todas as STs ja descritas de Klebsiella pneumoniae, ou um estudo com
0 objetivo de desenhar esses iniciadores, iniciando assim o desenvolvimento de um banco de

iniciadores de genes de K. pneumoniae.
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7. CONCLUSAO

O fluoréforo SYBR® Green é muito utilizado em pesquisas que utilizam a técnica de

gPCR em estudos de expressdo génica;

e Dentre os trabalhos analisados, poucos ndo informaram as sequéncias de iniciadores de
genes de referéncia em estudos com K. pneumoniae através de gPCR utilizando SYBR®
Green.

e Os genes de referéncia mais comumente utilizados para normalizacdo em estudos com
K. pneumoniae através de gPCR foram 16S e rpoB.

e Apenas quatro pares de iniciadores estdo dentro das normas estabelecidas como ideais,
sendo os melhores a serem utilizados em pesquisas posteriores mesmo nao sendo
espécie especificos, porém devem ser validados individualmente para verificar sua
eficacia dentro do estudo.

e Na&o foi possivel a criacdo do banco de dados com as informagdes obtidas ao longo do

estudo.
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9. APENDICEA
Tamanh ™ Cont_eljdo E?;ecri]gg
Tamanho do odo . GC (ideal  Complement
Sequéncia de primers am gene Autor/ fragmento (> 60 e primer (diferenca ~50%: aridade 3' para
plificado Ano < 200) (>18 e < entreoo >30% e < (>2.00) Kleb5|ellg
28) par < 1°C) 80%) pneL;r;onl
F GATTGCCGATATCGTCTTCG 20 56,60 50 3.00
R  GAGACCACCAGCGACTCTTT proc % 20 59,68 55 1.00
F  GAAGGCGGTAACAAAGGTCA glnA 97 20 58,11 50 1.00 N0
R TACACATGGTGGAACGGATG 20 57,61 50 1.00
F GTGACCCGTCGTACGATTTT ayrA 99 20 58,30 50 0.00
R GATAATCGGGTCGATGTTGG 20 56,10 50 0.00
F  TTAAACAGGCCGAATTCCAG recA 99 20 56,03 45 2.00
R CCGCTTTCTCAATCAGCTTC 20 57,18 50 1.00
F  TCCGGTGCATATGATTGAGA 20 56,41 45 2.00
R ATACGCTCAGCCAGCTCTTC pob 105 20 59,90 55 0.00
F  AACTACGACAAGCCGGAAAA tho GOMES et al., 99 20 57,76 45 0.00
R  ACCGTTACCACGCTCCATAC 2018 20 59,83 55 0.00
F TATTCTGGTTCCACGCAACA 20 57,45 45 2.00
rpoC 97 Néo
R GGATACAACGGAACGCACTT 20 58,56 50 0.00
F GACGATCCCTAGCTGGTCTG rrsH 95 20 59,33 60 1.00
R  GTGCAATATTCCCCACTGCT 20 58,23 50 0.00
F CTGGATAACCTAC\:GCAGTATCGT 23 58,95 47,83 0.00
R GTACATTCC,Z\‘(_IZEI:_TACCAGCGT aat 106 ” 60,44 45,83 100
F  GCTAAGCCGGAAATCATCAA fth 104 20 56,19 45 0.00
R ATGTCGTCGAACTGCTTGAG 20 58,30 50 2.00
F GCCACTGTAAGGCGCTACTC trpS 100 20 60,81 60 0.00
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m XV M XU M AU M Py mM X M XWX M AWV MO T A

Py

Sequéncia de primers

GCCGATAACGTCAGCGTATT
Sem acesso

ATGACCAGCCACACTGGAAC
CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG
ATGACCAGCCACACTGGAAC
CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG

ACTTCGACAAATATGCTGGC
CGGGATGATGTTCTGGGAA
TTGACGTTACCCGCAGAAGAA

TCTACAAGACTCTAGCCTGCC
A

GGTAGGGGAGCGTTCTGTAA
TCAGCATTCGCACTTCTGAT

Néo informado

ATCGTACCCCAAACCGACAC

TTCTCCCGAAGTTACGGCAC

AACGGACGACCATCTTTGAGT
ATT
CAGTTGTTCCATTTCACGCAT
T

gene
amplificado

rpoB

16S

16S (rrsA)

gapA

rrsE

23S

16S

23S

16S

Autor/
Ano

KIM; KO, 2018

PENG et al.,
2018

SUetal., 2018

VERA-LEIVA
et al., 2018

CAMPOS;
AEPFELBACH
ER;
HENTSCHKE,
2017

CHIU et al.,
2017

LUO etal.,
2017

VUOTTO et al.,
2017

AZIMI et al.,
2016

Tamanho do
fragmento (> 60 e <
200)

151

151

SEM
AMPLIFICAGAO

187

75

104

SEM
AMPLIFICAGAO

Tamanho

do

primer
(>18e<
28)

20

20
20
20
20

21

20

20
20

20
20

™m

(diferenca
entre o par
<1°C)

58,52

60,25
60,67
60,25
60,67

59,93

60,29

58,81
57,61

60,04
60,04

Conteldo
GC (ideal
~50%:
>30% e <
80%)

50

55
60
55
60

47,62

50

55
45

55
55

Complement
aridade 3'
(>2.00)

1.00

0.00
1.00
0.00
1.00

0.00
3.00

1.00
2.00

0.00
3.00

Especifico
apenas
para
Klebsiella
pneumoni
ae
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A M XX M O MOV T O M AOD T OV T O TMAOT O T O

Sequéncia de primers

AGGCGATGAAGGACGTGCTA
TTCGGACATCGCCGGTTATA

CGCGTATGTCCGATCGAAA

GCGTCTCAAGGAAGCCATATT
Cc

CGAAACCGCTCGTAAACACA
AGGAAGCGTTGGAAACGATG
TTGACGTTACCCGCAGAAGAA
GCTTGCACCCTCCGTATTACC
GTCATCATGGCCCTTACGAG
ACTTTATGAGGTCCGCTTGCT

Néo informado

CCGTATCTACGCTGTGCT
TGTTACCGTGACGACCTG
TACGCGGTATACGACACCAT
CGATGGAACCAAAGTTACCC
GTTACCCGCAGAAGAAGCAC
CTACGCATTTCACCGCTACA
TTGACGTTACCCGCAGAAGAA
GCTTGCACCCTCCGTATTACC

N&o informado

gene
amplificado

23S

rpoB

gapA

rrsE

rrsg

rpoB

rpoB

gyrA

16S

rrsg

rpoB

Autor/
Ano

CHENG et al.,
2016

CHOI; KIM;
KO, 2016

AHN etal.,
2016

DU etal., 2016

YUHAN et al.,
2016

ADAMS-
SAPPER et al.,
2015

HE et al., 2015

VAN LAAR et
al., 2015

DE
MAJUMDAR
etal., 2014

ROY etal.,
2013

NAPARSTEK
et al., 2012

Tamanho
Tamanho do do
fragmento (> 60 e < primer
200) (>18e<
28)
20
76
20
19
100
20
20
140
20
21
71
21
SEM
AMPLIFICAGCAO
299
91
220
21
71
21

™
(diferenca
entre o par
<1°C)

61,32
58,97
58,14

59,45
59,15
58,84
59,93
61,08

59,93
61,08

Conteldo
GC (ideal
~50%:
>30% e <
80%)

55
50
52,63
50
50
50
47,62
57,14

47,62
57,14

Especifico
apenas
para
Klebsiella
pneumoni
ae

Complement
aridade 3'
(>2.00)

4.00
4.00
4.00

0.00

0.00
3.00
0.00
3.00

0.00
3.00
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m XUV M OV MmO T O T

Py

Tn

py)

Sequéncia de primers

AAGGCGAATCCAGCTTGTTCA
GC
TGACGTTGCATGTTCGCACCC
ATCA

CAGCCACACTGGAACTGAGA
GTTAGCCGGTGCTTCTTCTG
GTTACCCGCAGAAGAAGCAC
CTACGCATTTCACCGCTACA
TACGCGGTATACGACACCAT
CGATGGAACCAAAGTTACCC
AACCTGAAGTGGGACGAAGT

GGCCAGTCAGAACGACTTTT

GGTTAAGCGACTAAGCGTACA
CGGT
ACGAGGCGCTACCTAAATAGC
TTTC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTA
G

CACTCCCATGGTGTGACGG

gene

amplificado

rpoB

16S (rrsE)

16S

gyrA

gapA

23S

16S

Autor/
Ano

RODRIGUEZ-
MARTINEZ et
al., 2012

SRINIVASAN
et al., 2012

VELEBA et al.,
2012

ZULFIQAR,
SHAKOORI,
2012
DA FONSECA,;
FREITAS;
VICENTE,
2011

HSIEH et al.,
2010

HSIEH et al.,
2010

Tamanho do
fragmento (> 60 e <
200)

148

204

220

91

121

839 -955

96

Tamanho
do
primer
(>18e<
28)

23

25

20

20

22
19

™™
(diferenca
entre o par
<1°C)

64,07

67,60

58,87

58.41

59,97
60,38

Conteldo
GC (ideal
~50%:
>30% e <
80%)

52,17

52

50

50

50
63,16

Complement
aridade 3'
(>2.00)

6.00

2.00

1.00

1.00

4.00
1.00

Especifico
apenas
para
Klebsiella
pneumoni
ae




10. APENDICE B

N° total de N° de artigos que N° de artigos N° de artigos com Estudos de N° de artigos
Ano a}r_tigos utilizaram §YBR® que utilizaram estu_c!os de expressdo _ _expresséo ~osem
utilizando Green na técnica outros utilizando SYBR® utilizando outros informacoes
gPCR gPCR fluoroforos Green fluoroforos para classificar*
2018 13 6 7 4 1 0
2017 9 6 3 4 0 0
2016 17 7 6 6 1 4
2015 9 3 5 3 0 1
2014 8 5 3 1 1 0
2013 11 3 7 1 1 1
2012 17 10 5 5 1 2
2011 10 3 7 1 1 0
2010 3 1 2 1 0 0
2009 4 1 3 1 1 0
2008 3 1 2 0 1 0
2007 3 1 2 0 0 0
2005 2 1 1 0 1 0
2004 2 1 1 0 0 0
2001 1 0 1 0 0 0
Total 112 49 55 27 9 8

*Trabalhos que ndo informaram ao longo do texto informac@es do fluoréforo utilizado
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11. ANEXOA

Analise feita com os iniciadores atraves do Beacon Design da Premier Biosoft International

Name: glnA

Description: Assay Type:SYBR®Green

Reaction Conditions:

Nucleic Acid Monovalent
Concentration 0.25 Concentration 50
(nM) (mM)
Free Mg++ Total Na+
Concentration 3 Concentration 269.09
(mM) (mM)
Sense Primer: GAAGGCGGTAACAAAGGTCA
Length m GC% GC Clamp | Cross Dimer |~ Self Hairpin
(bp) C) (4G) Dimer (4G)
(4G)
20 55.09 50 1 -0.3 0.0 0.0
Anti-sense Primer: TACACATGGTGGAACGGATG
Length Tm GC% GC Clamp | Cross Dimer | Self Hairpin
(bp) C) (4G) Dimer (4G)
(4G)
20 54 .58 50 1 -0.3 -2.3 -1.3

Secondary Structures for Sense Primer
Dimer:-

Not Found

Hairpin:-

Not Found
Secondary Structures for Anti-sense Primer
Dimer:-

5' TACACATGGTGGAACGGATG 3

I
3' GTAGGCAAGGTGGTACACAT 5 -2.3


http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section1
http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section2

5' TACACATGGTGGAACGGATG 3'

3' GTAGGCAAGGTGGTACACAT 5'

5' TACACATGGTGGAACGGATG 3'
l i
3'GTAGGCAAGGTGGTACACAT 5

Hairpin:-
IACACAT 5'

T
\GGTGGAACGGATG 3

IGGTGGTACACAT %'

|l
\AACGGATG 3'

Cross Dimer

Cross Dimer between Sense Primer and Anti-sense Primer:-

5' GAAGGCGGTAACAAAGGTCA 3

i
3' GTAGGCAAGGTGGTACACAT 5

46
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Name: rpoC

. Assay Type:SYBR®Green
Description:

Reaction Conditions:

Nucleic Acid Monovalent
Concentration 0.25 Concentration 50
(nM) (mM)
Free Mg++ Total Na+
Concentration 3 Concentration 269.09
(mM) (mM)
Sense Primer: TATTCTGGTTCCACGCAACA
Length Tm GC% GC Clamp | Cross Dimer Self Hairpin
(bp) (°C) (4G) Dimer (4G)
4G)
20 54.41 45 1 -4.2 -1.5 -0.7
Anti-sense Primer: GGATACAACGGAACGCACTT
Length Tm GC% GC Clamp | Cross Dimer Self Hairpin
(bp) C) (4G) Dimer (4G)
4G)
20 55.58 50 1 -4.2 0.0 0.0
Secondary Structures for Sense Primer
Dimer:-
5 TATTCTGGTTCCACGCAACA 3
| ||| 1l |
| 11 |
3' ACAACGCACCTTGGTCTTAT %' -1.5
5 TATTCTGGTTCCACGCAACA 3
(IRt
3' ACAACGCACCTTGGTCTTATYS' -0.7

Hairpin:-

IACCTTGGTCTTAT &'
Hl


http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section1
http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section2

\CGCAACA 3 -0.7

Secondary Structures for Anti-sense Primer
Dimer:-

Not Found
Hairpin:-

Not Found

Cross Dimer

Cross Dimer between Sense Primer and Anti-sense Primer:-

S'TATTCTGGTTCCACGCAACA 3

I
| |
3' TTCACGCAAGGCAACATAGG 5

S'TATTCTGGTTCCACGCAACA 3
I 1 |||
I 1
3'TTCACGCAAGGCAACATAGG 5’

5 TATTCTGGTTCCACGCAACA 3
L
| I

3' TTCACGCAAGGCAACATAGG 5'

5' TATTCTGGTTCCACGCAACA 3'
i
3' TTCACGCAAGGCAACATAGG 5'

5 TATTCTGGTTCCACGCAACA 3

Il
3' TTCACGCAAGGCAACATAGG 5

48

1.3

-0.6

0.5



Name: 16S

Description:

Reaction Conditions:

49

Assay Type:SYBR®Green

Nucleic Acid Monovalent
Concentration 0.25 Concentration 50
(nM) (mM)
Free Mg++ Total Na+
Concentration 3 Concentration 269.09
(mM) (mM)
Sense Primer: ATGACCAGCCACACTGGAAC
Length ™m GC% GC Clamp | Cross Dimer Self Hairpin
(bp) (°C) (AG) Dimer (AG)
(AG)
20 57.18 55 1 -3.5 -3.0 -3.0
Anti-sense Primer:  CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG
Length ™m GC% GC Clamp | Cross Dimer Self Hairpin
(bp) (°C) (AG) Dimer (AG)
(AG)
20 57.65 60 1 -3.5 -0.6 -0.6

Secondary Structures for Sense Primer

Dimer:-

5" ATGACCAGCCACACTGGAAC 3'

3' CAAGGTCACACCGACCAGTAYS'

5' ATGACCAGCCACACTGGAAC 3

3' CAAGGTCACACCGACCAGTAYS'

-1.5


http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section1
http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section2

Hairpin:-

ICCGACCAGTA5'
Al
\CACTGGAAC 3'

ICACCGACCAGTA5'
All
\CTGGAAC 3

Secondary Structures for Anti-sense Primer
Dimer:-

5' CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG 3'
I+

3'GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC 5

5'CTTCCTCCCCGCTGAAAGTG 3

3' GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC 5
Hairpin:-
ICCTCCTTC 5

Cil
\CGCTGAAAGTG 3'

JCCCTCCTTC 5'
|12l
\CGCTGAAAGTG 3'

Cross Dimer

Cross Dimer between Sense Primer and Anti-sense Primer:-

5' ATGACCAGCCACACTGGAAC 3'
ol
I 11



3'GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC 5

5' ATGACCAGCCACACTGGAAC 3

I
I
3' GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC 5

5' ATGACCAGCCACACTGGAAC 3

Il
3'GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC 5

5' ATGACCAGCCACACTGGAAC 3
[ |||
[
3' GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC &'

5' ATGACCAGCCACACTGGAAC 3

Il
3'GTGAAAGTCGCCCCTCCTTC 5
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Name: gapA
Description:

Reaction Conditions:

Assay Type:SYBR®Green

52

Nucleic Acid Monovalent
Concentration 0.25 Concentration 50
(nM) (mM)
Free Mg++ Total Na+
Concentration 3 Concentration 269.09
(mM) (mM)
Sense Primer: AACCTGAAGTGGGACGAAGT
Length Tm GC% GC Clamp | Cross Dimer Self Hairpin
(bp) (°C) (4G) Dimer (4G)
(4G)
20 55.78 50 1 -2.4 0.0 0.0
Anti-sense Primer: GGCCAGTCAGAACGACTTTT
Length Tm GC% GC Clamp | Cross Dimer Self Hairpin
(bp) C) (4G) Dimer (4G)
(4G)
20 55.4 50 1 -2.4 -4.4 2.4

Secondary Structures for Sense Primer

Dimer:-
Not Found
Hairpin:-

Not Found

Secondary Structures for Anti-sense Primer

Dimer:-

5 GGCCAGTCAGAACGACTTTT 3


http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section1
http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Analysis.jsp#Section2

3'TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5 -4.4

5' GGCCAGTCAGAACGACTTTT 3
Il
3' TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5' -2.4

Hairpin:-

IGACTGACCGG 5'
Al
\ACGACTTTT 3 -2.4

Cross Dimer

Cross Dimer between Sense Primer and Anti-sense Primer:-

5' AACCTGAAGTGGGACGAAGT 3'

Il
3' TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5 -2.4

5' AACCTGAAGTGGGACGAAGT 3
[IENY

3'TTTTCAGCAAGACTGACCGG %' -2.0

5' AACCTGAAGTGGGACGAAGT 3

Il
3' TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5 -2.0

5" AACCTGAAGTGGGACGAAGT 3

|
il
3' TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5 -1.5

5' AACCTGAAGTGGGACGAAGT 3

I
3' TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5 1.1

5' AACCTGAAGTGGGACGAAGT 3
1 |
il
3' TTTTCAGCAAGACTGACCGG 5 ‘1.1



