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RESUMO

GARCIA, Julio César, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2013.
Diagnéstico fitossanitario por PCR em tempo-real: requisitos basicos para
validagdao de métodos. Orientador: Robert Weingart Barreto. Coorientador: José
Mauricio Pereira.

O setor agropecuario brasileiro vem exigindo politicas e servigos publicos cada vez
mais ageis e eficazes a fim de aumentar sua competitividade em uma economia
globalizada. Diante desse desafio, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA vem buscando inovar e aprimorar continuamente a
qualidade dos seus processos e servicos a fim de atender satisfatoriamente as
crescentes demandas do setor produtivo e da sociedade brasileira. Dentro da area
laboratorial do MAPA, o aprimoramento dos processos € servigos prestados foi
acelerado com a exigéncia da implantacdo de sistemas de gestdo da qualidade
baseados norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos gerais para a
competéncia de laboratorios de ensaio e calibracado” em seus laboratérios oficiais e
credenciados, bem como a acreditagdo dos mesmos junto ao INMETRO. Nesse
processo, a validagado de métodos de ensaio € um requisito técnico importante uma
vez que pode afetar diretamente a qualidade dos resultados. A falta de diretrizes que
indiquem os principais fatores a serem verificados nas validagdes de métodos de
diagndstico fitossanitario por PCR em tempo-real (QPCR) juntamente com a falta de
padronizagcao das publicagdes cientificas que tratam do tema vém dificultando a
validacdo adequada desse tipo de método. A qPCR é uma técnica de biologia
molecular que vem sendo largamente utilizada na detecgdo e identificagdo de
diversos fitopatdgenos por sua rapidez, seletividade, sensibilidade, ampla faixa
dinamica de quantificagdo e possibilidade de automacao das analises. No entanto,
alguns fatores podem impactar negativamente a qualidade dos ensaios, tais como: a
qualidade do DNA extraido, a presenca de inibidores de PCR nas amostras, a
qualidade dos iniciadores e sondas utilizados, dentre outros. Por esse motivo, alguns
paises e blocos econdmicos tém regulado a implantacdo da norma ISO/IEC 17025 e
a validacdo de métodos de deteccao e identificacdo de fitopatégenos por técnicas

moleculares. Dentre os principais parametros a serem observados nas validagdes de
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métodos de PCR destacam-se: sensibilidade, seletividade, especificidade,

repetibilidade e reprodutibilidade.



ABSTRACT

GARCIA, Julio César, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, December, 2013.
Real-time PCR plant health diagnostics: basic requirements for method
validation. Advisor: Robert Weingart Barreto. Co-Advisor: José Mauricio Pereira.

The Brazilian agribusiness sector has been demanding more agile and efficient
policies and public services in order to increase its competitiveness in a globalized
economy. Confronted by this challenge, the Ministry of Agriculture, Livestock and
Foodsupply - MAPA has been trying to innovate and continually improve the quality
of its processes and services in order to respond to the growing demands of the
productive sector and of the Brazilian society. In the laboratory field, MAPA has been
demanding that its official and approved laboratories implement quality management
systems in conformity with the ISO/IEC 17025 standard “General requirements for
the competence of testing and calibration laboratories” and be accredited by the
Brazilian National Institute of Metrology, Quality and Technology (INMETRO). In this
process, method validation is a key technical requirement since it can directly affect
the quality of the analytical results. The lack of guidelines which indicate the main
parameters to be checked in the validation of plant diagnostic methods by real-time
PCR (gPCR) and the lack of consensus in the scientific literature have been
compromising proper validations of this kind of method. The gPCR is a molecular
biology technique which has been extensively used in the detection and identification
of plant pathogens due to its rapidity, selectivity, sensibility, broad dynamic range and
automation capabilities. However, some factors may impact the quality of gPCR
results, such as: DNA quality, PCR inhibitors, primer and probe quality, etc. Thus,
some countries and trade blocs have been regulating the implementation of the
ISO/IEC 17025 standard and the validation of molecular diagnostic methods for the
detection and identification of plant pathogens. The main parameters to be checked
in the validation of PCR methods are: sensibility, selectivity, specificity, repeatability

and reproducibility.



INTRODUGAO GERAL

Politicas e servigos publicos mais ageis e eficazes sdo exigéncias do setor
agropecuario brasileiro a fim de aumentar sua competividade em uma economia
globalizada. Para atender adequadamente a essa demanda, foram promovidas
alteragbes na estrutura organizacional do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) por meio da publicagdo de dois decretos federais (BRASIL,
2005a; BRASIL, 2010) e da elaboragdo de um planejamento estratégico para os
anos futuros (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2009). Nesse processo, o MAPA definiu
como sua nova missao promover o desenvolvimento sustentavel e a competitividade
do agronegdécio em beneficio da sociedade brasileira e como sua visao de futuro ser
reconhecido pela qualidade e agilidade na implementagdo de politicas e na
prestacédo de servigos para o desenvolvimento sustentavel do agronegécio (BRASIL,
2009). Em decorréncia disso e para que esses objetivos realmente possam ser
atingidos, o MAPA precisa inovar e melhorar continuamente a qualidade dos seus
processos e servicos a fim de atender satisfatoriamente as crescentes demandas do
setor produtivo e da sociedade brasileira.

Com esse foco, o MAPA passou a exigir que seus laboratérios oficiais,
credenciados e reconhecidos implantassem sistemas de gestdo da qualidade
(SGQs) como forma de aumentar a confiabilidade das analises realizadas para fins
de fiscalizacdo. Esse processo iniciou-se com a publicacdo da Instrugcdo Normativa
n°24 (BRASIL, 2001), que, dentre outras exigéncias: i) condicionou o
credenciamento ou reconhecimento dos laboratérios a aprovacdo dos seus
respectivos SGQs pelo MAPA, apo6s auditorias in loco; ii) exigiu que a area fisica,
instalacdes e equipamentos dos laboratérios fossem compativeis com as analises
realizadas; e iii) que os métodos de analise a serem utilizados nas analises fiscais
fossem devidamente reconhecidos ou validados. Em 2003, alguns artigos dessa
Instrucdo Normativa foram alterados pela publicagdo da Instrugdo Normativa n°® 51
(BRASIL, 2003). A partir de 2007, a Coordenacao-Geral de Apoio Laboratorial
(CGAL) do MAPA adotou como um de seus objetivos estratégicos, aumentar e
garantir a confiabilidade dos resultados de analise emitidos por seus laboratérios
oficiais e credenciados por meio da exigéncia da implantagao de sistemas de gestao
da qualidade baseados na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos



gerais para a competéncia de laboratoérios de ensaio e calibragdo” (ABNT, 2005),
através da publicagédo da Instrugdo Normativa n°1 (BRASIL, 2007). A partir de 2011,
a CGAL comecgou a exigir a acreditagao (reconhecimento formal de competéncia
técnica) pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO) do escopo de interesse de
laboratérios oficiais e credenciados do MAPA, através da publicacdo das Instrucbes
Normativasn® 34 (BRASIL, 2011a) e n° 40 (BRASIL, 2011b). Em 2013, essas
instrugbes normativas foram revogadas pela Instrugdo Normativa n°® 57 (BRASIL,
2013), que, dentre outras mudangas, i) acrescentou novos termos a lista de
definicdes da Instrugdo Normativa n° 1 (BRASIL, 2007), tais como: avaliador,
especialista, organismo de normalizacdo, dentre outros; ii) detalhou os
procedimentos para a realizagdo de extensdo de escopo, alteragdo de
responsabilidade técnica, alteragcdo do nome empresarial e da area fisica dos
laboratorios; iii) especificou as atribuicbes do responsavel técnico do laboratério,
atribuindo ao mesmo a responsabilidade por todas as etapas da analise, resultados
emitidos e assinatura dos relatérios de ensaio; iv) estabeleceu o prazo maximo de
30 dias para comprovar a implantagao de todas as ndo-conformidades evidenciadas
nas auditorias do MAPA.

Convém ressaltar que a publicagcdo de todas essas instru¢gdes normativas
estimulou laboratorios oficiais e credenciados a investir mais na implantagédo ou no
aperfeicoamento de seus sistemas de gestdo da qualidade a fim de evitar a perda de
seu credenciamento junto ao MAPA.

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 apresenta requisitos gerenciais e
técnicos que servem de referéncia para laboratorios interessados em garantir a
qualidade e a confiabilidade de seus resultados analiticos. Trata-se de uma norma
genérica e voluntaria que pode ser aplicada a qualquer tipo de laboratério de ensaio
ou calibracdo. No caso especifico dessa dissertacao, os laboratérios de interesse do
MAPA sao o que realizam analises de diagnéstico fitossanitario.

Uma das principais atividades do MAPA no campo da defesa sanitaria vegetal é
a vigilancia agropecuaria internacional que tem por objetivo impedir a entrada e a
disseminagdo de pragas que constituam ou possam constituir ameacgas a
agropecuaria nacional, garantindo a sanidade dos produtos e a qualidade dos
insumos agropecuarios importados e exportados. Dentro do MAPA, a
regulamentacao da vigilancia sanitaria vegetal fica a cargo do Departamento de



Sanidade Vegetal (DSV), que também executa analises de risco de pragas, além de
definir regras para o transito e a quarentena vegetal (BRASIL, 2010a). As exigéncias
fitossanitarias definidas pelo DSV sdo normas e medidas que tém por objetivo
proteger a cadeia produtiva, evitar a introdugcdo e a disseminacdo de pragas e
doencas no territorio nacional (BRASIL, 2005b). O MAPA também desenvolve
programas para a prevengao e controle fitossanitarios com o objetivo de erradicar,
controlar e evitar a disseminagdode pragas com distribuicdo restrita quepodem
causar danos irreparaveis as cadeias produtivas do agronegdcio brasileiro. Como
exemplos desse tipo de programa destacam-se o “Plano de Contingéncia da Monilia
ou Moniliase”, causada pelo fungo Moniliophthora roreri, que € uma das mais
devastadoras doengas do cacaueiro; o “Programa Nacional de Erradicagao da Cydia
pomonella”, que é uma das pragas mais importantes da macieira e o “Programa de
Controle da Sigatoka-Negra”, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis, que é a
doenga mais importante da bananeira e dos platanos na maioria das regides
produtoras de banana do mundo. A programacgao, promogao, orientacdo e controle
da execucgaodesses planos e programas no nivel dos estados fica a cargo dos
Servicos de Sanidade Vegetal (SSVs) das Superintendéncias Federais de
Agricultura (SFAs) do MAPA (BRASIL, 2010b).

A operacionalizagédo da vigilancia agropecuaria, por sua vez, €& de
responsabilidade do Sistema de Vigilancia Agropecuaria Internacional - VIGIAGRO
(BRASIL, 2006b), vinculado a Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), que atua
na inspecao e na fiscalizagdo do transito internacional de vegetais, seus produtos e
subprodutos. Esse sistema € executado pelas Superintendéncias Federais de
Agricultura por meio dos Servicos de Gestdo da Vigilancia Agropecuaria
(VIGIAGRO/DT-UF), dos Servicos de Vigilancia Agropecuaria (SVA) e das Unidades
de Vigilancia Agropecuaria (UVAGROs), localizadas nos portos, aeroportos, postos
de fronteira e esta¢des aduaneiras interiores (EADI).

Nesse contexto, a deteccdo e a identificacdo de pragas realizadas por
laboratérios de diagnéstico fitossanitario representamimportantes instrumentos de
agao da vigilancia agropecuaria. A fiscalizagdo do MAPA identifica possiveis
ameacas e coleta amostras para envio a laboratérios oficiais ou credenciados para
concluir o desembaracgo aduaneiro, a liberacdo para consumo ou a comercializagao

dos produtos, conforme legislacao especifica (BRASIL, 2006b). Atualmente, a rede



de diagnostico fitossanitario do MAPA é composta por 23 laboratorios, sendo 3
oficiais e 20 credenciados com diferentes escopos analiticos (MAPA, 2013).

Diante do grande risco de introdugé&o de novas pragas provocado pelo aumento
do comeércio internacional, principalmente de produtos agricolas, muitos laboratérios
de diagnéstico fitossanitario de paises desenvolvidos vém buscando ndo s6 a
implantagdo de sistemas robustos de gestdo da qualidade baseados na norma
ISO/IEC 17025, mas também a acreditacdo de seus métodos de diagndstico
(ALEXANDER et al., 2008; THRANE; SCHEEL, 2005; THRANE, 2008). Essa
recente busca por reconhecimento formal da qualidade pode ser explicada pela
pressdo exercida por clientes e 6rgdos reguladores (THRANE, 2008), bem como
pelos impactos negativos que diagnodsticos imprecisos podem ter na colocagao de
produtos agricolas no comércio internacional, na defesa agropecuaria e no meio
ambiente. Por esse motivo, a realizagdo de diagndsticos fitossanitarios rapidos e
precisos passou a ser uma acgao fundamental na prevencgao de epidemias, na rapida
aplicagao de estratégias de mitigagao de pragas e nas agdes de vigilancia em escala
local, regional e global (MILLER et al., 2009).

A acreditagdo de métodos de detecgéo e identificacdo de pragas pode trazer
diversos beneficios para laboratérios de diagnostico fitossanitario. Segundo
THRANE e SCHEEL (2005), os beneficios internos seriam a maior atencdo na
qualidade e satisfacao de seus funcionarios durante a execugao de suas rotinas
diarias em decorréncia da padronizagao de diagnosticos e de processos, além do
detalhamento de tarefas e de responsabilidades. Externamente, a acreditacao
garante uma maior credibilidade aos diagnosticos e pode representar uma vantagem
competitiva para o laboratério na captacdo de novos clientes que valorizem a
qualidade de resultados analiticos.

Um requisito técnico importante de sistemas de gestdo da qualidade baseados
na ISO/IEC 17025 é a validacdo de métodos, que nada mais € do que a confirmacgao
por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos
para um determinado uso pretendido sdo atendidos (ABNT, 2005). Consiste em
evidenciar que o método validado atende ao propésito para o qual sera utilizado (fit-
for-purpose). No entanto, esse requisito constitui-se num dos maiores entraves a
implantagdo da norma ISO/IEC 17025 em laboratérios de diagndstico fitossanitario

em virtude das diversas limitacbes existentes nesse tipo de analise, tais como: i) a



dificuldade de se obter controles positivos vivos de pragas quarentenarias A1 (ainda
ausentes no pais); ii) a caréncia de protocolos de validagdo adequados para a
diagnose de fitopatégenos; iii) o numero reduzido de ensaios de proficiéncia
especificos para fitopatégenos; dentre outros.

Métodos moleculares para diagndstico de fitopatogenos podem ser muito
sensiveis, seletivos e capazes de detectar o DNA-alvo de um fitopatbgeno em meio
a diferentes tipos de DNA. Contudo, para que possam ser confiaveis a ponto de
serem utilizados rotineiramente, esses métodos devem atender a critérios minimos
de desempenho e serem submetidos a um processo de validacdo adequado ao
escopo do diagnéstico (EPPO, 2010). Em virtude disso, alguns critérios minimos de
desempenho vém sendo propostos nesse tipo de validagdo, tais como:
sensibilidade, especificidade, seletividade, repetibilidade e reprodutibilidade dos
métodos avaliados (EPPO, 2010).

Dentre os métodos moleculares, a PCR tempo-real (QPCR) é uma técnica
molecular que possibilita 0 monitoramento instantaneo e a quantificacdo da reacao
em cadeia da polimerase (PCR) por meio de compostos fluorescentes (fluoréforos).
Apesar de serem ferramentas poderosas, métodos baseados em PCR tempo-real
podem levar a resultados incorretos. Por exemplo, falsos resultados positivos podem
ser causados por contaminag¢des cruzadas de amostras, enquanto que falsos
resultados negativos costumam ocorrer pela presenca de inibidores de PCR ou pela
ocorréncia de condicdes subdtimas da reagcao de amplificacdo de DNA. Em
decorréncia disso, o estabelecimento de critérios para validacdo de métodos de
diagnodstico fitossanitario baseados na qPCRséo fundamentais para se conhecer
previamente as limitacdes dos métodos existentes, seu alcance e confiabilidade.

Esta dissertacdo tem por objetivo conduzir uma avaliagc&o critica dos processos
de validacéo e adogéo de metodologias para diagnose de fitopatdgenos por PCR em
tempo-real no Brasil e no mundo. Com base nessa experiéncia ja existente, formular
uma proposicao de requisitos basicos para validagao de métodos de diagnostico
fitossanitario por PCR em tempo-real a serem utilizados no Brasil por laboratérios
oficiais e credenciados em agbes de fiscalizagdo do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - MAPA.

O trabalho que se segue é apresentado em quatro capitulos que abordarao os
seguintes temas: i) Métodos de extracdo de DNA de fitopatdgenos e suas



implicagdes na qualidade de reag¢des de PCR em tempo-real; ii) PCR em tempo-real
para deteccao de fitopatogenos e a harmonizagdo das informacgdes das publicagdes
cientificas; iii) Regulacdo da validagdo de métodos de diagndstico baseados em
PCR em tempo-real no Brasil e no mundo; e iv) Proposta de requisitos basicos para
validacdo de métodos de diagnostico fitossanitario por PCR em tempo-real a serem
utilizados por laboratorios oficiais e credenciados do Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento - MAPA.
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CAPITULO 1

METODOS DE EXTRAGAO DE DNA DE FITOPATOGENOS E SUAS IMPLICAGOES NA
QUALIDADE DE REAGOES DE PCR EM TEMPO-REAL

1.0 - INTRODUGAO

A PCR em tempo-real (QPCR €é) uma técnica de biologia molecular que tem
sido largamente utilizada na deteccdo e quantificacdo de diversos fitopatdgenos
(MCCARTNEY et al., 2003, OKUBARA; SCHROEDER; PAULITZ, 2005; SCHENA et
al., 2013; VIEIRA et al., 2011). A gPCR vem sendo considerada uma técnica mais
adequada do que a PCR convencional em diagndsticos laboratoriais moleculares por
possuir carater quantitativo, apresentar maior sensibilidade e ser realizada em
ensaios com menores riscos de contaminagédo cruzada (sem a etapa de p6s-PCR)
(CANKAR et al., 2006). O uso da qPCR também permitiu o aumento do grau de
automacao e reduziu o tempo de analise, introduzindo, no entanto, novos tipos de
inibidores da PCR, especialmente, aqueles que afetam o sinal da fluorescéncia
emitido por sondas marcadas (HEDMAN; RADSTROM, 2013). Em decorréncia
disso, laboratérios de diagndstico que utilizam a qPCR n&o devem desprezar a
importancia da qualidade e da pureza do DNA extraido e ndo devem limitar a
diagnose exclusivamente a aplicagdo da qPCR como método de exame das
amostras.

O principio basico da extracao consiste na liberagao das moléculas de DNA da
matriz analisada e na simultanea ou subsequente purificacdo dos inibidores da PCR
(ISO, 2005b). Na maioria das vezes, a escolha do melhor método de extracdo
configura-se em um equilibrio entre o custo do processo, a quantidade de DNA e a
remogao de compostos inibidores da PCR (CANKAR et al., 2006). Um método ideal
de extracdo deve permitir a obtencdo de DNA com boa qualidade, baixas
concentragdes de inibidores da PCR e ser ao mesmo tempo barato, rapido e simples
para permitir seu uso em larga escala por diferentes operadores (SCHENA et al.,
2013). Ao afetarem a eficiéncia da PCR, esses inibidores pioram o limite de
detecgdo e a precisdo da quantificacdo de DNA (HEDMAN; RADSTROM, 2013;
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WILSON, 1997). Em alguns tipos de amostras vegetais, por exemplo, a
coprecipitacdo do DNA extraido com a mucilagem presente na matriz pode inibir a
agao da enzima Taq® polimerase (JOSE; USHA, 2000; GHOSH et al., 2009).

A inibicdo da PCR tem sido a causa mais comum de problemas verificados
nessa reacdo, quando ha material genético suficiente para a ocorréncia da
amplificagdo de DNA (ALAEDDINI, 2012). Esse tipo de inibicdo pode gerar falsos
resultados negativos uma vez que nem todos os analistas costumam utilizar
controles internos (materiais de referéncia, controles positivos, controles negativos,
etc.) para avaliar a qualidade das reagdes de amplificacdo (WILSON, 1997). Além
disso, a alta sensibilidade da PCR também pode favorecer a ocorréncia de falsos
resultados positivos, mesmo em niveis baixos de contaminagcdo cruzada (RYS;
PERSING, 1993; VANEECHOUTTE; VAN ELDERE, 1997).

O método mais comumente utilizado na extracdo de DNA de folhas, gréos,
sementes, ragdes e alimentos processados € o método CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio). Contudo, além de ser demasiadamente longo, o protocolo
original desse método utiliza reagentes toxicos e carcinogénicos tais como o fenol e
o cloroférmio. A solugédo-tampéao basica do método original é composta pela mistura
de solugdes de CTAB 2%; de NaCl 1,4 M; de EDTA 20 mM; de tris-HCI 100 mM e
pH final 8,0 (DEMEKE; JENKINS, 2010). Muitas adaptagdes do método CTAB ja
foram propostas considerando os diferentes tipos de matrizes de onde o DNA sera
extraido (Tabela 1). Geralmente, essas adaptagdes consistem na alteracao, adigao
ou exclusdo de algum reagente em virtude do tipo de analise de DNA que sera
realizada posteriormente. Em reag¢des de PCR tempo-real, por exemplo, as enzimas
RNase A e RNase T1 podem ser acrescentadas para remover RNAs presentes nas
amostras (DEMEKE; JENKINS, 2010).

Tabela 1: Variagbes de métodos de extragdo de DNA pelo método CTAB (DEMEKE;
JENKINS, 2010)

Método CTAB Principais etapas executadas no processo Referéncias
Método CTAB CTAB de extragdo + cloroférmio / alcool isoamilico + lavagem com
(original) solugdo 2-propanol / etanol 70% + resuspensdo do DNA com solug&o- DOYLE & DOYLE, 1987

tampéo TE
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CTAB + CsCl

CTAB + NaCl

CTAB + PTB
(polypyrimidine tract
binding protein)

CTAB + Genomic
Tip 20

CTAB + SDS
(dodecil sulfato de
saédio)

CTAB (ISO)

CTAB / cloroférmio
+ NaCl / cloroférmio

CTAB + kit de
purificagdo Zymo ou

CTAB + kit de
purificagéo Qtip 100

CTAB + resina
Wizard® + coluna
microSpin

CTAB + PEG
(polietilenoglicol)

CTAB + Ultra e
microfiltragdo

CTAB de extragédo / mercaptoetanol + cloroférmio / alcool isoamilico +
adicionar ao sobrenadante 1/10 volume de CTAB 10% / NaCl 0,7 M +
cloroférmio / alcool isoamilico + CTAB 1% / Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) /
EDTA 10 mM + dissolugdo dos acidos nucleicos em solugédo de CsCl +
dialise para remover o CsCl, particionamento para remover o brometo
de etidio ou uso de etanol para precipitar o DNA

CTAB de extragdo + cloroformio + CTAB de precipitacdo +
resuspensdo do DNA em solugdo de NaCl 1,2 M + lavagem com
cloroférmio + 2-propanol / etanol 70% + ressuspensdo do DNA em
agua deionizada estéril. (método utilizado em PCRs qualitativas de soja
e milho geneticamente modificados)

Solugao-tampao de CTAB de extragdo / mercaptoetanol / PTB +
solugédo de etanol / alcool isoamilico + precipitagdo com 2-propanol +
dissolver os pellets de DNA em tampao de homogeneizacédo. Repetir o
processo pelo menos uma vez. Método utilizado em amostras de
alimentos (farinha de soja, pdo de milho, biscoitos) e figos (secos e
processados)

CTAB de extragdo / RNase A / proteinase K + cloroférmio (2x) + CTAB
de precipitagdo + resuspensdo do DNA em solugédo de NaCl 1,2 M +
cloroférmio + etanol absoluto para precipitagéo + lavagem com etanol
70% + ressuspensdo do DNA em agua ultrapura + filtragem na coluna
“Genomic Tip 20" para precipitacdo posterior. Método utilizado em
farinha de milho.

CTAB de extracdo / RNase A / SDS + acetato de potassio + lavagem
com 2-propanol para precipitagdo / etanol 70% + ressuspensdo do
DNA em tampdo TE / H20 + solugédo de clean-up (com CTAB) +
dissolugdo do DNA em H20 + uso de acetato de soédio e etanol para
precipitar o DNA + lavagem com etanol 70% + dissolugéo dos pellets
de DNA em tampao TE. N&o se utiliza fenol ou cloroférmio. (N&o foi
testado na detecgdo de amostras geneticamente modificadas).

CTAB de extragédo / solucdo a-amilase / RNase A / proteinase K +
cloroférmio + lavagem com 2-propanol para precipitagéo / etanol 70% +
ressuspensdo do DNA em H20 ou tamp&o TE. (Método utilizado na
extragéo de DNA de cereais e alimentos).

CTAB de extracdo / RNase A / proteinase K + cloroférmio (2x) + CTAB
de precipitagdo + ressuspensdo do DNA em 0,5x de tampédo TE +
tratamento com RNase A + adigéo de igual volume de solugédo de NaCl
+ cloroférmio + etanol absoluto para precipitagdo + lavagem com etanol
70% + dissolugcdo do DNA em 0,5x de tampéao TE. (Método utilizado
em farinha de milho).

CTAB de extragéo / proteinase K / mercaptoetanol + fenol / cloroférmio
/ &lcool isoamilico (1x) + cloroférmio / alcool isoamilico (2x) + lavagem
com 2-propanol / etanol 70% + tratamento com RNase A e RNase T1 +
ressuspensdo do DNA em tampdo TE + uso de kits de purificacdo
(Zymo ou Qtip 100). (Método utilizado na extragédo de DNA de farinha
de soja).

CTAB de extragdo / proteinase K / RNase A + cloroférmio + CTAB de
precipitacédo / solugdo NaCl 1,2 M + cloroférmio + precipitagdo com 2-
propanol + purificagdo com o sistema de clean-up de DNA Wizard® +
purificagdo com colunas S-300 HR microSpin. (Método utilizado em
sementes de soja e milho moidos).

CTAB de extracédo / mercaptoetanol / proteinase K + fenol / cloroférmio
/ &lcool isoamilico (3x) + precipitagdo com 2-propanol + tratamento com
tamp&o TE / RNase + cloroférmio / dlcool isoamilico (3x) + precipitagdo
com tampdo TE / PEG + ressuspensdao em tampdo TE ou agua.
(Método utilizado em sementes de canola).

CTAB de extragdo com polivinilpirrolidona (PVP) + cloroférmio / alcool
isoamilico (1x) + tratamento do sobrenadante com RNase A +
cloroférmio / alcool isoamilico (1x) + ressuspensdo em tampao TE +
ultra e micro filtragdes (Nanosep MF 0.2 + Pall Nanosep 30 K). (Método
utilizado em sementes de milho).

MURRAY & THOMPSON, 1980

LIPP et al., 1999

BERNARDO et al., 2005
BERNARDO et al., 2007

CORBISIER et al., 2007

NIU et al., 2008

I1ISO 21571:2005

SHOKERE; HOLDEN; RONALD
JENKINS, 2009

DEMEKE; RATNAYAKA; PHAN,
2009

JRC, 2009

MAZZARA et al., 2007

JRC, 2007

Fonte:DEMEKE; JENKINS, 2010.
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Segundo HEDMAN e RADSTROM (2013), os inibidores da qPCR podem ser
categorizados de acordo com o seus mecanismos de inibicdo em trés grupos
distintos, sendo eles: i) a inibicdo da DNA polimerase por degradacgao, desnaturagao
ou indiretamente pela formacéo de quelatos com fons Mg?* (cofator da polimerase);
ii) a inibicdo de acidos nucleicos ou nucleotideos por alteracdo da temperatura de
fusédo (“melting”) dos primers (iniciadores) ou da conformacao da molécula de DNA,;
e iii) a inibicao da fluorescéncia pela formagao de precipitados que bloqueiam o sinal
emitido pelas sondas marcadas ou interajam diretamente com os fluoréforos.

Além de interferirem na lise celular durante a extracdo do DNA, os inibidores
também podem degradar ou capturar o DNA extraido (WILSON, 1997). Um resumo
com o0s principais inibidores e seus respectivos mecanismos de inibicdo €
apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Principais moléculas e ions inibidores da PCR (adaptada de HEDMAN;
RADSTROM, 2013)

.T'.p‘.) de Molécula Fonte Mecanismo Referéncia
inibidor ou lon
Extracdo de Degradagédo do DNA e
NaOH DIEIA desnaturagdo da polimerase ROSSEN et al., 1992
pelo pH
Extragéo de Alteragdo da composicao
NH.Ac DNA idnica ROSSEN et al., 1992
Licl Meio de cultura  Alt®ra6a0 da composigao ROSSEN et al., 1992
Inibidores da . Alteragdo do nivel de Mg**
polimerase MgCl, Meio de cultura na PCR ROSSEN et al., 1992
Acido Fulvico Solo Ligagdo com a polimerase KREADER, 1996
Acido Tanico Solo Ligagdo com a polimerase KREADER, 1996
Solo e Desnaturagéo da polimerase
Fenol purificagéo de ou ligagdo com a polimerase KATCHER; SCHWARTZ, 1994
DNA via pontes de hidrogénio
Celulose e Filtros de Ligacdo com o DNA BEJ et al., 1991
nitrocelulose amostragem
Etanol EX”S,EI? de Precipitagdo do DNA ROSSEN et al., 1992
Brometo de Extracdo de N
atidio DNA Ligagdo com o DNA ROSSEN et al., 1992
Inibidores de Extracao de T
acidos Isopropanol DNA Precipitagdo do DNA ROSSEN et al., 1992
nucleicos

Polietilenoglicol

Extracdo de

Precipitagdo do DNA

ROSSEN et al., 1992

(PEG) DNA
Corante de Alta afinidade para ligagédo
SYBR Green | deteccdo de i GUDNASON et al., 2007
DNA com DNAs em dupla fita
Corante de Alta afinidade para ligagéo
SYTOX Orange deteccao de GUDNASON et al., 2007

DNA

com DNAs em dupla fita
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Tabela 2: (continuagao)

Corante de Alta afinidade para ligag&o

TO-PRO-3 detelgﬁio de com DNAs em dupla fita GUDNASON et al., 2007
TSAI; OLSON, 1992a
TSAI; OLSON,1992b
Redugéo da fluorescéncia,
Inibidores de A A interagao direta com a KREADER, 1996
Fluorescéncia Acidos hamicos Solo polimerase e anelamento
com primers ZIPPER et al., 2003

SUTLOVIC et al., 2008

E:tT:éeiEPmévN\’(;r?aHnuﬁz;naRéEaiI:chgq/l?;, E.e;e%r_.“(}).vercoming inhibition in real-time diagnostic PCR. In: PCR Detection of Microbial

As varias combinacdes de DNA polimerases e solugdes-tampao utilizadas nas
reacoes de PCR sado afetadas de formas diferentes pelas diversas moléculas
inibidoras da PCR (ABU AL-SOUD; RADSTROM, 1998; BAAR et al., 2011; WOLFFS
et al., 2004). Amostras com baixas concentragdes do DNA-alvo, por exemplo, sdo
mais severamente inibidas do que aquelas com maiores concentragbes (ROUSSEL
et al., 2005). Diante desses fatos, é altamente recomendavel que laboratérios oficiais
e credenciados de diagndstico sigam os critérios pré-estabelecidos nas normas
oficiais existentes adotadas para o pais ou protocolos internacionais para avaliagao
da qualidade do DNA extraido antes da realizacao das reacdes de qPCR.

O primeiro critério a ser considerado nesse tipo de avaliacdo é verificar se a
quantidade total de DNA sera suficiente para garantir a amplificacdo da sequéncia-
alvo (HUBNER et al., 2001; KAY; VAN DEN EEDE, 2001). O segundo é avaliar se os
potenciais inibidores da PCR presentes nas matrizes das amostras (polissacarideos,
proteinas, compostos fendlicos e outros metabdlitos secundarios vegetais) também
foram coextraidos com o DNA de interesse (HOLDEN et al., 2003; PEIST et al.,
2001; ROSSEN et al., 1992; WILSON, 1997). Essa avaliagao pode ser feita por meio
da realizagao de testes em que os resultados de reacdes de qPCR realizadas com
extratos puros do DNA-alvo sdao comparados com resultados de amostras contendo
o DNA-alvo junto com a matriz em que ele esta contido. Além disso, alguns
reagentes das solugdes-tampao utilizadas na extracdo de DNA também podem inibir
a reacgao da PCR (ROSSEN et al., 1992). O efeito dessas inibigbes pode ser tanto o
bloqueio completo da reacdo de amplificacdo do DNA, quanto o aumento do valor do
ciclo-limite de comparacdo da qPCR (Ct ou Cq) ou até mesmo a reducédo da
eficiéncia da amplificacdo (KUBISTA et al., 2006).
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Convém ressaltar que, além da pureza, a integridade estrutural do DNA
extraido também pode afetar a qualidade da reacdo. O termo UFP (unidades
formadoras de PCR) foi cunhado justamente para diferenciar o DNA-alvo intacto
daquele danificado ou né&o-amplificavel (CANKAR, 2006; HOLST-JENSEN;
BERDAL, 2004), ja que, quanto mais fragmentado estiver o DNA, menores seréo as
chances de amplificar corretamente a sequéncia-alvo da analise.

Outro aspecto que pode favorecer a inibicao da PCR é a composi¢ao de bases
nitrogenadas das sequéncias amplificadas (amplicons) (PRUVOST; GEIGL, 2004).
Ha fortes evidéncias de que amplicons com baixo conteudo de guanina (G) e de
citosina (C), assim como primers com baixa temperatura de fusdo (Tm) s&o mais
afetados pelos inibidores da PCR do que amplicons com alto conteudo de GC e com
alta Tm (HUGGETT et al., 2008).

Outra importante causa de inibicdo da PCR pode ser a presenca de outros
DNAs (ndo-alvos) extraidos que bloqueiem espacialmente o anelamento dos primers
ou oferegam sitios nao-especificos de ligacdo (TEBBE; VAHJEN, 1993).

Em virtude do longo tempo do processo e dos riscos envolvidos na execucao
do método CTAB, diversos kits comerciais para extracdo de DNA foram
desenvolvidos e se encontram disponiveis no mercado. Nas extracbes de DNA
vegetal, a maioria dos kits comerciais utiliza detergentes para romper a parede
celular como primeira etapa do processo. As enzimas RNase A e proteinase K sao
rotineiramente utilizadas na eliminacdo de RNAs e de proteinas, respectivamente
(DEMEKE; JENKINS, 2010).

2.0 - EXTRAGAO DE DNA DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Fungos possuem paredes celulares que dificultam a lise celular e a
recuperacao do DNA por métodos convencionais de extracdo (MAAROUFI et al.,
2004). Ao contrario das células de mamiferos e de bactérias, as paredes celulares
da maioria dos fungos sao formadas por espessas camadas de quitina, (1-3)-B-d-
glucano, (1-6)-B-glucano, lipideos e peptideos (LATGE, 2007). Alguns fungos
também podem apresentar uma camada de melanina altamente resistente a luz UV,
a digestdo enzimatica e a ruptura quimica (KARAKOUSIS et al., 2006).

Além disso, a extragdo de DNA de fungos costuma ser um processo

problematico porque a maioria dos protocolos disponiveis incluem primeiramente o



15

crescimento do micélio em meio liquido (impossivel para fungos biotréficos — grupo
que inclui grupos importantes de fitopatdgenos tais como os agentes de oidios,
mildios e ferrugens), depois uma maceragdo com nitrogénio liquido, uma etapa
adicional de lise envolvendo disrupgdo mecanica ou sonicagao, com posterior
digestao enzimatica (AL-SAMARRAI; SCHMID, 2000; ALAEY et al., 2005).

As técnicas mais comumente utilizadas na extracdo de acidos nucleicos de
fungos sdo o uso de enzimas para degradacédo da parede celular (EINSELE et al.,
1997; WILLIAMSON et al., 2000) e a maceragao fisica com gelo seco ou nitrogénio
liquido (AL-SAMARRAI; SCHMID, 2000; GRIFFIN et al., 2002; LOEFFLER et al.,
2001). Para muitas espécies de fungos, alguns procedimentos simples de lise
celular, tais como ciclos sequenciais de congelamento e degelo ou a incubagao a
quente com detergentes e proteases, ndao proporcionam altos rendimentos de DNA
(FREDRICKS; SMITH; MEIER, 2005).

Outros procedimentos alternativos incluem a disrupcdo fisica das células
fungicas pela agitacdo das amostras com microesferas ou particulados em tubos
fechados (MULLER et al.,, 1998) e a digestdo enzimatica dos polissacarideos da
parede celular com a formacao de esferoplastos (células parcialmente sem parede)
seguida dos procedimentos convencionais de lise (GLEE et al., 1987). FAGGI, PINI
e CAMPISI (2005), verificaram que o método de extracdo de DNA com esferas
magnéticas € mais simples e rapido de executar do que os métodos convencionais
que utilizam fenol e cloroférmio, o que facilita e agiliza a obtencdo de DNA de
amostras de fungos. Esses mesmos autores concluiram que o uso das esferas
magnéticas também permite a padronizagdo e a homogeneidade da extragdo de
DNA ja que requer poucos equipamentos adicionais para sua execugao em
laboratérios de microbiologia. AMER et al. (2011) desenvolveram um protocolo
barato, rapido, simples e confidavel para extracdo de DNA de fungos com as
vantagens de nao utilizar nitrogénio liquido, possibilitar a extracdo de boa
quantidade e qualidade de DNA diretamente de placas de petri e que também pode
ser utilizado com sucesso na extracdao de DNA de fungos filamentosos tanto em
amostras de solo quanto em outras amostras ambientais. O procedimento consiste
em incubar fungos filamentosos, por 48 horas a 25°C, em placas de petri com
camada dupla de meios de cultura (uma sélida e outra liquida), sendo a base sdlida

composta do meio BDA (Batata Dextrose Agar) e a base liquida superficial composta
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do meio PYG (Peptone Yeast Glicose); apds a incubagao, retirar 50 mg de micélio e
transferir para microtubos tipo eppendorf de 1,5 mL para extracdo de DNA. A
homogeneizagdo da amostra é efetuada dentro do microtubo com o auxilio de um
pistilo de plastico e de um homogeneizador do tipo Polytron® (Fisher Scientific). A
composicao das solucdes de extracdo de DNA e os tempos de incubacao
encontram-se descritos em AMER et al. (2011).

A escolha do método mais adequado para extracdo do DNA de fungos
depende da rapidez que se deseja no processo, da pureza necessaria do DNA
extraido e do tipo de amostra ambiental (plantas, solo, agua e ar) em que sera
executada a extracao (ATKINS et al., 2004). Quando se necessita de agilidade e
rapidez, por exemplo, € possivel extrair o DNA removendo colbnias fungicas
diretamente das placas de petri e as aquecendo num tampao de extracao (KLIMYUK
et al., 1993). Esse procedimento possibilita a extracdo de DNA de um grande
numero de colbnias simultaneamente e a obtencdo de um extrato suficientemente
puro para a realizagdo da PCR (ATKINS et al., 2004). Contudo, quando € necessario
trabalhar com o DNA total de amostras ambientais ou se necessita de maior
quantidade de DNA ou, mesmo ainda, quando os extratos necessitarem ser
armazenados por um longo periodo, a qualidade do DNA extraido deve ser mais
elevada (ATKINS et al., 2004).

Por serem muito laboriosos e demorados, diversos laboratorios de
microbiologia vém substituindo métodos convencionais de extracdo de DNA de
fungos pelo uso de kits comerciais (MOTKOVA et al., 2011).

Em amostras de tecidos vegetais, por exemplo, a extracdo de DNA de fungos
pode ser realizada com kits de diversas marcas disponiveis no mercado, tais como o
DNeasy® Plant Kit (Qiagen), o NucleoSpin® Plant Il Kit (Macherey-Nagel), o
Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Coorporation), o ZR Fungal/Bacterial
DNA MiniPrep® Kit (Zymo Research Coorp.), o OmniPrep® for Fungus Kit (G-
Biosciences), o DNAzol® ES Kit (Life Technologies), o MagNA Pure® LC DNA
Isolation Kit 11l (Roche Applied Science), dentre outros.

No caso de amostras de solo, também € possivel extrair DNA fangico
utilizando-se o kit NucleoSpin® Soil Kit (Macherey-Nagel), o PowerSoil® DNA

Isolation Kit (Mo-Bio Laboratories Inc.), o PowerMax® Soil DNA lIsolation Kit (Mo-Bio
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Laboratories Inc.), o ZR Soil Microbe DNA MiniPrep® Kit (Zymo Research Coorp.), 0
Soil Isolation Kit (Norgen Biotek Coorporation), dentre outros.

Para extracdo de DNA de fungos em amostras de agua, os principais Kkits
comerciais disponiveis sao o Water RNA/DNA Purification Kit (Norgen Biotek
Coorporation), o PowerWater® DNA Isolation Kit (Mo-Bio Laboratories Inc.) e o
E.Z.N.A.® Water DNA Kit (Omega Bio-Tek).

3.0 - EXTRAGAO DE DNA DE FITOPLASMAS E DE FITOBACTERIAS

Fitoplasmas sao bactérias diminutas e sem parede celular que habitam as
células crivadas do floema de plantas (LEE; DAVIS; GUNDERSEN-RINDAL, 2000).
Fitoplasmas infectam centenas de vegetais, incluindo importantes culturas agricolas,
ornamentais e espécies florestais (BERTACCINI; DUDUK, 2009) e sua transmissao
ocorre por meio de insetos vetores pertencentes as familias Cicadellidae, Cixidae,
Psyllidae, Delphacidae e Derbidae (WEINTRAUB; BEANLAND, 2006). Alguns
protocolos para extragcdo de fitoplasmas em insetos vetores ja foram propostos
(BOSCO et al, 2002; MARZACHI; VERATTI; BOSCO, 1998, NAMBA, 2002).
Também pode ocorrer a transmissao de fitoplasmas de plantas infectadas para
plantas saudaveis por intermédio de plantas-parasitas do género Cuscuta,
comumente chamadas de “cip6-chumbo” (BERTACCINI; DUDUK, 2009). A
concentracao de células de fitoplasmas no floema de plantas infectadas pode variar
em funcdo da estagdo do ano e da espécie vegetal, sendo frequentemente baixa em
plantas lenhosas (MARZACHI, 2004).

Ao contrario da maioria dos micoplasmas humanos e animais, os fitoplasmas
nao sao cultivaveisin vitro em meios de cultura sem células vivas (LEE; DAVIS;
GUNDERSEN-RINDAL, 2000), razdo pela qual técnicas moleculares sao
necessarias e frequentemente utilizadas na sua diagnose e caracterizagéo
(MARZACHI, 2004). O sucesso da PCR na detecgao de fitoplasmas em amostras de
campo depende, principalmente, da obtencdo de extratos de acidos nucleicos de
boa qualidade e com suficiente quantidade de DNA do fitoplasma, o que nem
sempre tem ocorrido (FIRRAO; GARCIA-CHAPA; MARZACHI, 2007).

Diferentes protocolos de extracdo de DNA total de fitoplasmas ja foram
reportados (AHRENS et al., 1992; DAIRE et al., 1997; GREEN; THOMPSON;
MACKENZIE, 1999; PRINCE et al.,, 1993). O objetivo principal desses protocolos
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tem sido concentrar o DNA dos fitoplasmas e ao mesmo tempo reduzir a inibigao
enzimatica provocada por polifendis vegetais e moléculas de polissacarideos, o que
geralmente é obtido pela inclusdo de uma etapa de enriquecimento dos fitoplasmas
durante a extragdo de DNA (BERTACCINI; DUDUK, 2009).

No que tange a obtencdo de acidos nucleicos de bactérias por meio de
meétodos alternativos, o uso dos cartdes FTA® da marca Whatman tem simplificado
0 manejo, o armazenamento e o processamento de acidos nucleicos (BUSH, 2011).
Cartdes FTA® contém reagentes capazes de lisar células, desnaturar proteinas e
proteger acidos nucleicos contra a agdo de nucleases, oxidacdo e luz UV
(WHATMAN, 2013). O DNA capturado nos cartdes FTA® pode ser utilizado em
analises subsequentes apds 30 minutos da adicdo do DNA. De acordo com
informacgdes da fabricante (WHATMAN, 2013), dentre as diversas vantagens do uso
dos cartdbes FTA® destacam-se: i) o DNA capturado nos cartdes FTA® pode ser
preservado por varios anos em temperatura ambiente, o que reduz a necessidade
de freezeres no laboratério; ii) os cartdes FTA® podem ser utilizados com diferentes
tipos de células (tecidos vegetais, fungos, bactérias, virus); e iii) cartbes FTA®
podem conter indicadores que provocam a mudanga de cor do cartdo logo apds a
aplicacdo das amostras para facilitar a diferenciagcdo de amostras incolores ja
aplicadas nos cartdes.

Quanto ao uso dos cartdbes FTA® em laboratérios de diagndstico fitossanitario,
BUSH (2011) relatou que os acidos nucleicos contidos em materiais incubados,
tecidos vegetais ou suspensido de amostras podem ser rapidamente extraidos dos
cartdes, permitindo ao laboratério utilizar imediatamente as amostras ou armazenar
para analise futura. Isso evita que laboratérios de diagndstico fitossanitario com
grande fluxo de analises tenham que manter as amostras incubadas ou repicar
culturas até que a equipe do laboratério tenha tempo disponivel para iniciar a
extracdo de DNA. Os cartbes FTA® sao excelentes para o arquivamento de
amostras e de controles positivos, bem como para posterior sequenciamento do
DNA armazenado. Os acidos nucleicos presentes nos cartdes FTA® podem ser
transportados interestadualmente sem a necessidade de autorizagdo dos 6rgaos
competentes ja que se encontram inativados nesse formato. BUSH (2011) utilizou a

tecnologia dos cartdes FTA® para o armazenamento de DNA deClavibacter
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michiganensis subsp. michiganensis para diagnosticos do cancro bacteriano do
tomate.

Na extragdo de DNA de fitobactérias, dentre os principais kits comerciais
disponiveis no mercado destacam-se: o Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen
Biotek Coorporation), o ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep® Kit (Zymo Research
Coorp.), o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Coorp.), o BiOstic®
Bacteremia DNA Isolation Kit (Mo-Bio Laboratories Inc.), o ZR Soil Microbe DNA
MiniPrep® Kit (Zymo Research Coorp.), GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis),

dentre outros.

4.0 - EXTRAGAO DE RNA E DNA DE FITOVIRUS

A utilizacdo de RNA de baixa qualidade pode comprometer seriamente os
resultados de etapas subsequentes da analise molecular, etapas essas que
costumam ser laboriosas, demoradas e caras (IMBEAUD et al, 2005;
RAEYMARKERS, 1993). A qualidade do RNA purificado € variavel e bastante
instavel durante periodos longos de armazenamento (BUSTIN et al., 2005). Segundo
FLEIGE e PFALLF (2006), os extratos purificados de RNA total devem ser: i) livres
de proteinas; ii) livres de DNA gendmico; iii) livres de RNA degradado (a razao
28S:18S deve estar entre 1,8 e 2,0 e com baixa quantidade de fragmentos curtos de
RNA); iv) livres de inibidores da enzima transcriptase reversa e da PCR; v) livres de
compostos que possam se complexar com cofatores essenciais da PCR tais como o
Mg®* e Mn%*; e vi) livres de nucleases que podem degradar o RNA durante longos
armazenamentos.

Em razdo disso, a confiabilidade de métodos moleculares para deteccédo de
virus pode ser prejudicadapor compostos inibidores de PCR tais como acido humico,
acido fulvico, RNases, DNases, dentre outros, que podem induzir a ocorréncia de
falsos resultados negativos (ABBASZADEGAN et al., 1993; GIBSON et al., 2012;
GRIFFIN et al., 2003; HATA et al., 2011; ROCK; ALUM; ABBASZADEGAN, 2010;
WYN-JONES et al., 2011).

Métodos de concentracdo e extracdo de acidos nucleicos de virus
frequentemente utilizam kits comerciais de extracdo em vez de métodos “in-house”
que carecem de reprodutibilidade e possuem diferentes controles de qualidade nos

laboratérios. Diversos kits utilizados atualmente na extragdo de acidos nucleicos
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virais foram originalmente desenvolvidos para uso em analises clinicas e oferecem
excelentes taxas de recuperagdo em amostras com baixos niveis de inibidores de
PCR (IKER et al., 2013).

Dentre os kits comerciais para extragao de acidos nucleicos virais disponiveis
no mercado destacam-se: o PowerViral® Environmental RNA/DNA lIsolation Kit (Mo-
Bio Laboratories Inc.), o QlAamp® Viral RNA (Qiagen), o ZR Viral DNA/RNA Kit®
(Zymo Research Coorp.), o PureLink® Pro 96 Viral RNA/DNA Purification Kit (Life
Technologies), o MagJET® Viral DNA and RNA Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) e
o ExiPrep® Viral DNA/RNA Kit (Bioneer Coorp.).

O kit ideal para uma boa extracdo de acidos nucleicos de virus deve oferecer
uma recuperacao constante do DNA e RNA virais, ser aplicavel a uma ampla gama
de amostras, ser capaz de eficientemente remover inibidores frequentemente
presentes nesse tipo de amostra, ter um bom custo-beneficio e ser relativamente
rapido (IKER et al., 2013).

Diante de tantas situagdes diferentes e opgdes disponiveis para a obtengao de
acidos nucleicos de fitovirus, a validagao dos protocolos de extragao e de purificagao
DNA/RNA representa uma etapa crucial do processo, bem como o uso dos controles
adequados da reacgao (positivo, negativo, DNA puro de concentragdo conhecida,

etc.) para garantir o sucesso da qPCR.
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CAPITULO 2

PCR EM TEMPO-REAL PARA DETECGAO DE FITOPATOGENOS
E A HARMONIZAGAO DAS INFORMAGOES DAS PUBLICAGOES CIENTIFICAS

1.0 - INTRODUGAO

Um dos pré-requisitos para o controle efetivo de qualquer nova praga ou
doencga é a capacidade de detectar e identificar rapida e corretamente seu agente
causal (SCHAAD; FREDERICK, 2002). Por esse motivo, o emprego de métodos
moleculares baseados em DNA para deteccdo, quantificacdo e estudos de
populacdes de patdogenos alimentares vem crescendo muito nos ultimos anos
(POSTOLLEC, 2011). Além de terem aprimorado nossa capacidade de detectar e
identificar fitopatdogenos, os diagndsticos moleculares também ampliaram nossos
conhecimentos sobre a epidemiologia e ecologia destes organismos (MARTIN;
JAMES; LEVESQUE, 2000).

Com o advento da enzima Taq® (Thermus aquaticus) DNA polimerase em
1988, o uso da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (MULLIS, 1987) cresceu
rapidamente tanto no campo da fitopatologia quanto nas demais areas biologicas
(HENSON; FRENCH, 1993). Em consequéncia disso, métodos baseados em PCR
tém recebido atencao especial dos laboratérios de microbiologia, 0 que culminou na
publicagcdo de normas ISO especificas para a detecgao de patégenos em alimentos
(POSTOLLEC, 2011). Uma das principais aplicagbes da PCR na fitopatologia é a
deteccdo de patégenos em sementes e outros materiais propagativos
assintomaticos, tais como tubérculos e estacas, ja que a baixa populacido de
propagulos e o estado quiescente dos fitopatdgenos nesse tipo de material dificulta
sua deteccdo por métodos microbiolégicos tradicionais (SCHAAD; FREDERICK,
2002).

A realizacdo de uma reagao de PCR pode ser dividida em trés etapas. Na
primeira, a fita dupla de DNA (dsDNA) é submetida a uma temperatura acima de
90°C para provocar a sua separagao em fitas simples (sDNA). Na segunda etapa, a

temperatura é reduzida para a faixa de 50 a 60°C para provocar o anelamento dos
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primers (iniciadores) nas fitas de sDNA. Na terceira, a temperatura € elevada para a
faixa de 70 a 78°C a fim de induzir a extensdo dos primers nas fitas de sDNA
(MACKAY, 2004). A PCR pode ser classificada em dois tipos basicos: a PCR
convencional e a quantitativa (QPCR).

A gPCR, desenvolvida por HIGUCHI et al. (1992), € uma técnica molecular
rapida, sensivel e especifica que pode ser utilizada no diagnostico de fitopatdégenos
em amostras de plantas, solo, agua e ar (OKUBARA, 2005; POSTOLLEC, 2011). A
gPCR combina a sensibilidade da PCR convencional com o acompanhamento em
tempo-real da amplificacdo do DNA por meio da emissdo de fluorescéncias que
permitem a quantificacdo de sequéncias especificas (SCHENA et al., 2004). A
principal diferenca entre a PCR convencional e a PCR em tempo-real é que na
gPCR a formacédo do produto final da PCR (amplicon) pode ser monitorada e
registrada em tempo-real, tanto diretamente por sinais de moléculas fluorescentes e
sondas complementares quanto indiretamente pela fluorescéncia gerada na
clivagem de nucleotideos realizada pela enzima Taq® polimerase (OKUBARA,
2005). Ao contrario da PCR convencional, em que o uso de amplicons constituidos
por centenas de pares de bases pode reduzir a sensibilidade e a especificidade dos
diagnosticos em virtude da maior probabilidade de ocorrerem erros de amplificagao,
a qPCR funciona melhor com amplicons curtos (de 50 a 200 pares de bases) e com
concentragdes maiores de MgCly, primers e dNTPs (LOPEZ et al., 2009).

Dentre os principais beneficios do emprego dessa técnica na realizacdo de
diagndsticos estdo sua rapidez, sensibilidade e especificidade que sao superiores as
dos métodos microbioldgicos tradicionais, além de possibilitar a detec¢ao simultanea
de diferentes microrganismos (POSTOLLEC, 2011). Além disso, a qPCR requer
menos reagentes, tempo e também possibilita a realizagdo de estudos adicionais
durante a detecgdo, tais como a quantificacdo da populagéo original, deteccao de
variantes de um patégeno ou de pontos de mutacdo de um gene (LOPEZ et al.,
2009). Explicam estas vantagens da qPCR: i) rapidez: o DNA amplificado vai sendo
detectado no momento em que a reacdo de PCR esta ocorrendo, o que dispensa a
etapa de pés-PCR normalmente realizada na PCR convencional; ii) escala: é
possivel automatizar o preparo das amostras (extragcdo de DNA/RNA e pipetagem
de reagentes nas microplacas) e aumentar significativamente o numero de amostras

analisadas; iii) sensibilidade: além de conseguir distinguir pequenas variagdes na
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concentracdo de DNA, a gPCR também possibilita a detec¢gao de até mesmo uma
unica cépia do DNA-alvo; iv) efetividade mesmo com baixas concentragdes iniciais
de DNA: a qPCR pode ser realizada em amostras com até mil vezes menos DNA
inicial do que o necessario para uma reacado de PCR convencional; e v) ampla faixa
dindmica de quantificacao: é possivel detectar e quantificar o DNA na faixa de 1 até
10.000.000 de copias.

Em decorréncia dessas vantagens, MACKAY et al. (2007) verificaram que o
uso da gPCR em diagndsticos microbioldgicos cresceu tanto que deixou de ser uma
novidade para se tornar uma tecnologia madura e essencial no campo da
microbiologia. AQPCR tem,ent&do, provocado mudangas significativas na forma de
detectar microrganismos ja que os métodos microbiolégicos tradicionais de
identificacdo baseados no fendtipo e na detecgcdo de antigenos, apesar de ainda
serem uteis, vem sendo suplantados por métodos de deteccdo, caracterizacdo e
quantificacdo de acidos nucleicos microbianos. Por outro lado, esses mesmos
autores também destacaram algumas limitagcdes que a gPCR pode ter, tais como: i)
a obrigatoriedade de ter que se conhecer o genoma do microrganismo-alvo para
viabilizar o desenho dos primers que serao utilizados; ii) a dificuldade em encontrar
as sequéncias de nucleotideos de determinados microrganismos e suas respectivas
variantes nos bancos de dados disponiveis; e iii) a ocorréncia de falsos resultados
negativos causados por polimorfismos inesperados nos genomas analisados que
podem reduzir ou impedir a ocorréncia da reacao de PCR.

Além dessas, outras desvantagens da qPCR também podem ser apontadas,
quais sejam: i) custo do equipamento: os termocicladores de PCR em tempo-real
sdo de cinco a dez vezes mais caros do que termocicladores para PCR
convencional em virtude do custo de seus componentes 6ticos para detecgao de
fluorescéncia; ii) custo dos insumos: a grande sensibilidade da gPCR exige que os
reagentes utilizados sejam de alta qualidade e que o preparo das solugdes
reagentes seja muito preciso. Por esse motivo, € muito comum a utilizacdo de kits
com o0s reagentes mais comuns ja pré-misturados (“pre-mix”); iii) custo dos
consumiveis: em virtude da alta sensibilidade dos detectores de fluorescéncia, as
microplacas e respectivos selantes devem possuir caracteristicas oticas especiais, o
que torna esses consumiveis ainda mais caros do que os utilizados na PCR

convencional; iv) inibicdo da reacdo da PCR: a presenca de compostos inibidores
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nas matrizes das amostras bem como sua ineficiente eliminacdo durante a extragao
do DNA podem reduzir a eficiéncia da gqPCR; v) sensibilidade a erros: a alta
sensibilidade da gPCR possibilita que pequenos erros analiticos impactem
negativamente os resultados finais. Por isso, recomenda-se o uso constante de
controles internos de reagdo tais como: controles positivos, controles negativos,
brancos de extragcao e brancos de mix para a avaliacdo da qualidade de cada corrida
de qPCR; e vi) interpretagdo de dados: apesar de serem mais informativos, os dados
gerados pela qPCR sao de analise e interpretacdo mais complicadas do que os
resultantes de uma PCR convencional.

O mecanismo de acdo de uma reacdo de qPCR consiste na hibridizagdo
(ligagao) de sondas marcadas a regides especificas de um amplicon que, ao serem
clivadas pela acdo da Tag® polimerase durante o processo de amplificagcdo de DNA,
emitem fluorescéncia que é detectada pelos sensores 6ticos dos termocicladores de
PCR em tempo-real. A escolha dessas sondas marcadas tem impacto significativo
na sensibilidade da gPCR e, portanto, deve ser criteriosamente considerada nas
estratégias de otimizagao da reacédo (JOSEFSEN et al., 2009).

Dois sistemas de fluorescéncia sdo comumente utilizados nas reacgdes de
gPCR: o sistema SYBR Green (WITTWER et al.,, 1997) e o sistema TagMan®
(HOLLAND et al., 1991; LIVAK et al., 1995).

No sistema SYBR, o corante SYBR Green | liga-se a qualquer DNA de dupla
fita intercalando-se em pares de bases adjacentes, com a emissdo de um sinal de
fluorescéncia apds uma excitagdo luminosa (Figura 1). Essa fluorescéncia vai
aumentando proporcionalmente com o acumulo de amplicons apds cada ciclo da
gPCR. Considerando-se o fato de que o corante SYBR Green | se liga a qualquer
DNA de fita dupla, € essencial utilizar primers altamente especificos para a
sequéncia-alvo do DNA a fim de evitar ligagdes com sequéncias ndo-especificas que
também contribuem para o aumento do sinal de fluorescéncia e podem provocar
uma superestimacao do alvo (SMITH; OSBORN, 2009).

No sistema Tagman®, sondas de hidrélise, também conhecidas como
5’nuclease ou simplesmente TagMan®, sdo desenhadas para complementar uma
sequéncia do DNA-alvo localizada entre o iniciador 5°-3' (“primer forward”) e o
iniciador 3’-5’ (“primer reverse”), preferencialmente o mais préximo possivel de um

dos sitios de ligagao dos iniciadores. Essas sondas sao marcadas na terminacao 5’
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com um fluoréforo fluorescente (“reporter’) e na terminagéao 3’ por um inibidor de
fluorescéncia (“quencher”). Essas sondas marcadas possuem uma temperatura de
“melting” (Tm) maior do que a temperatura dos iniciadores, o que permite que o
anelamento das sondas ocorra antes do anelamento dos primers. Quando esses
primers sdo estendidos, a sonda € hidrolisada pela acédo de exonuclease 5-3 da
Taqg® polimerase, provocando a separagao do fluoréforo “reporter’” do fluoréforo
“quencher’, gerando uma imediata emisséo de fluorescéncia, conforme se observa
na Figura 2 (JOSEFSEN et al., 2012). Esse aumento da fluorescéncia é captado em
tempo-real pelo termociclador de gPCR, eliminando a etapa de pds-PCR do
processo (MUNFORD et al., 2006).

As sondas marcadas para gPCRtambém podem ser divididas, segundo
JOSEFSEN et al. (2012), em: i) sondas de hibridizacdo linear: ao contrario do
aumento acumulativo de fluorescéncia observado nas amplificagdes com as sondas
de hidrdlise, o sinal das sondas de hibridizagédo linear € gerado a cada ciclo da
gPCR. Outra importante diferenca, € que sao utilizadas duas sondas lineares
marcadas com fluoréforos distintos que sdo desenhadas para se ligarem ao DNA-
alvo entre os sitios de anelamento dos primers forward e reverse. Na maioria dos
casos, uma sonda € marcada na terminacao 3’ com um fluoréforo doador e a outra
sonda na 5’ com um fluoréforo receptor. Quando a hibridizag&o ocorre, os fluordforos
das duas sondas se aproximam e o doador excita o receptor, que passa a emitir
fluorescéncia (Figura 3).;ii) sondas conformacionais: também conhecidas como
“‘molecular beacons” (MBs), sdo desenhadas para formar uma estrutura secundaria
em forma de grampo na qual a fluorescéncia do fluoroéforo “reporter” é inibida pela
proximidade com o fluoréforo “quencher’ (Figura 4). Os MBs oferecem uma
especificidade excepcional gracas a estabilidade da sua estrutura em forma de
grampo que garante que a sua abertura somente ocorra quando houver uma perfeita

complementariedade no sitio de anelamento do DNA-alvo.
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Figura 1: Mecanismo de agéo do sistema SYBR Green
Fonte: SMITH; OSBORN, 2009, p. 8.

Um dos pré-requisitos para o sucesso da gPCR ¢é garantir que haja uma forte
ligagdo da sonda marcada com os amplicons durante a fase de anelamento da PCR.
Isso € obtido ao se desenhar a sonda com uma temperatura de “melting” (Tm) de 5 a
10°C mais alta do que a Tm dos primers (JOSEFSEN et al., 2009).
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Figura 2: Mecanismo de ac¢édo das sondas TagMan®
Fonte: KOCH, 2004, p. 750.
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Figura 3: Mecanismo de ag¢ao das sondas de hibridizagao linear
Fonte: KOCH, 2004, p. 751.
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Figura 4: Mecanismo de agéo de uma sonda conformacional (MB)
Fonte: SCHENA et al., 2004, p. 897.
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Diversas revisdes e estudos cientificos ja foram publicados sobre métodos de
detecgéo fitopatégenos por PCR em tempo-real (BILODEAU, 2011; COOKE et al.,
2007; FREDERICK, 2002; GUAN et al., 2013; LOCONSOLE; SAPONARI; SAVINO,
2010; MUMFORD et al., 2006; O'BRIEN et al., 2009; OKUBARA et al., 2005;
SCHAAD; FREDERICK, 2002; SCHENA et al., 2004; VINCELLI; TISSERAT, 2008;
WARD et al., 2004).

20 - PCR EM TEMPO-REAL PARA DETECGAO E QUANTIFICAGAO DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

Em virtude da ocorréncia de pleomorfismos (alteragcado de fendtipo em resposta
a estimulos ambientais), a taxonomia de fungos costuma ser bastante complexa, ja
que muitos ascomicetos podem existir (isolada ou combinadamente) tanto na sua
forma sexual (teleomorfos) quanto assexual (anamorfos) (TAYLOR, 2011;
WINGFIELD et al., 2012). Com o uso do sequenciamento de DNA nas identificagbes
de fungos patogénicos, foram encontrados taxons cripticos que revolucionaram
nosso entendimento sobre as relagdes entre os fungos, além de ter sido possivel
propor a substituicdo do sistema normalmente utilizado de dupla nomenclatura pela
proposta de classificacao “um fungo = um nome” (WINGFIELD et al., 2012).

Nas analises de genotipagem (detecgéo de polimorfismos) de fungos, a regiéo
do DNA oficialmente escolhida para identificacédo isolada ou de misturas de fungos é
a regiao ITS (internal transcribed spacer) do DNA ribossébmico nuclear (nrDNA)
(BELLEMAIN et al.,, 2010; SCHOCH et al., 2012). A Tabela 3 contém alguns
exemplos de métodos de diagndstico de fungos fitopatogénicos por PCR em tempo-
real.

Ao combinar a amplificacdo e a deteccdo do DNA-alvo em um unico tubo de
reacdo, a PCR em tempo-real (QPCR) reduz a possibilidade de contaminagao
ambiental por amplicons. Essa vantagem ¢é particularmente importante nas
diagnoses de doencgas fungicas em virtude da abundante presenca desses
microrganismos no ambiente (WENGENACK; BINNICKER, 2009). A contaminagao
de etapas subsequentes das reagdes de PCR com amplicons carreados de reagdes
passadas representa uma significativa limitagdo dos ensaios de PCR convencional e
Nested, limitando o uso rotineiro da PCR convencional em laboratérios de
diagnéstico (WENGENACK; BINNICKER, 2009) e estimulando o uso da qPCR.
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Recentemente, DEAN et al. (2012) elaboraram um lista dos dez fungos mais
utilizadoscomo alvos de estudos moleculares no periddico Molecular Plant
Pathology. Sao eles: i) Magnaporthe oryzae; (ii) Botrytis cinerea; (iii) Puccinia spp.;
(iv) Fusarium graminearum; (v) Fusarium oxysporum; (vi) Blumeria graminis; (vii)
Mycosphaerella graminicola; (viii) Colletotrichum spp.; (ix) Ustilago maydis; (X)
Melampsora lini, com meng¢ao honrosa para Phakopsora pachyrhizi e Rhizoctonia

solani.

Tabela 3: Exemplos de diagndsticos de fungos fitopatogénicos por PCR em tempo-
real (adaptada de SCHENA et al., 2004)

Fungo Cultura Tipo de qPCR Referéncia
Aspergillus flavus Milho, pimenta e paprica TagMan® MAYER et al., 2003
Colletotrichum coccodes Batata e solo TagMan® CULLEN et al., 2002
Fusarium spp. Trigo SYBR® Green | SCHNERR; NIESSEN;

VOGEL, 2001

Fusarium solani f.sp. FILLION et al., 2003a

phaseoli Feijdo SYBR® Green | FILLION et al., 2003b
Magnaporthe grisea Arroz SYBR® Green | Ql; YANG, 2002
Phakopsora pachyrhizi Soja TagMan® FREDERICK et al., 2002
Phakopsora meibomiae
Phytophtora infestans Batata SYBR® Green | AVROVA et al., 2003
Rizoctonia solani Batata e solo TagMan® LEES et al, 2002

Fonte: SCHENAet al.,2004.

3.0 - PCR EM TEMPO-REAL PARA DETECGAO E QUANTIFICAGAO DE FITOPLASMAS E DE
FITOBACTERIAS

O reconhecimento da presenca de doengas bacterianas em plantas pode ser
relativamente facil quando a sintomatologia tipica estd ocorrendo - por exemplo
murcha acompanhada de exsudacdo de pus bacteriano, odores caracteristicos,
dentre outros. Contudo, tais sintomas nem sempre sdo especificos e costumam ser
confundidos com sintomas de outros agentes bioticos e ou abidticos (PALACIO-
BIELSA; CAMBRA; LOPEZ, 2009).
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Protocolos convencionais para detecgcdo de fitobactérias baseados no
isolamento e identificacdo posterior costumam ser demorados e nem sempre
suficientemente especificos e sensiveis. Consequentemente, tais protocolos ndo sao
0s mais adequados para analises de grande quantidade de amostras. Somam-se a
isso, a baixa reprodutibilidade da identificacdo fenotipica, a frequente falta de
significancia filogenética de caracteres fenotipicos, falsos resultados negativos em
funcao da ocorréncia de bactérias em estresse, injuriadas ou que se encontram em
estado “viavel mas nao-cultivavel - VMNC” (LOPEZ et al., 2009).

Em decorréncia disso, métodos baseados na detec¢cdo de acidos nucleicos
oferecem maior sensibilidade, especificidade e confiabilidade, além de serem mais
rapidos do que métodos convencionais de deteccdo bactérias fitopatogénicas em
diferentes hospedeiros e ambientes (PALACIO-BIELSA; CAMBRA; LOPEZ, 2009).

Recentemente, MANSFIELD et al. (2012) elencaram as dez fitobactérias mais
utilizadascomo alvos de estudos moleculares no periddico Molecular Plant
Pathology. Sao elas: i) patovares de Pseudomonas syringae; ii) Ralstonia
Ssolanacearum; iii) Agrobacterium tumefaciens; iv) Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
v) patovares de Xanthomonas campestris; vi) patovares de Xanthomonas
axonopodis; vii) Erwinia amylovora; viii) Xylella fastidiosa; ix) Dickeya dadantii e
D.solani; x) Pectobacterium carotovorum e P. atrosepticum.

Diversos protocolos de diagnéstico de fitobactérias por PCR em tempo-real
vém sendo publicados (Tabela 4). Tais protocolos utilizam tanto sondas de hidrélise

(TagMan®) quanto corantes intercalantes (SYBR® Green |).

Tabela 4: Exemplos de protocolos de PCR em tempo-real para diagndstico de fitobactérias
(adaptada de PALACIO-BIELSA; CAMBRA; LOPEZ, 2009)

Primer Sinénimos /
Fitobactéria Sonda Tipo de gPCR Referéncia -
DNA-alvo Observagoes
Primers: Rol-F / Rol-R
Agrobacterium . WELLER; STEAD, Agrobacterium
radiobacter Sonda: Rol-Pr Vel 2002 biovar 1
Ri-plasmideo
. SAYLER;
Burkholderia Forward / Reverse SYBR® Green | CARTWRIGHT; -
g YANG, 2006
Clavibact Primers: Cms 50-2F / Cms 133 R
avibacter A
michiganensis SondaCms 50-53T VEGMHERE SCHAAD et al., BIO significa
subsp. 1999 ST
BIO + TagMan® meio sélido

sepedonicus DNA cromossémico
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Clavibacter
michiganensis
subespécies:

Primers: FPCm / RPCm

. . Sondas: Cmi, Cmm, Cms, Cmn e Cmt TagMan® BACH et al., 2003 -
michiganensis,
sepedonicus, ITS comum em todas as subespécies
nebraskensis,
tesselarius
Primers: P29TF / P29TR TaaMan®
agMan .
Erwinia amylovora Sonda: P29TM SALMé(%EIDER’ -
SYBR® Green |
DNA plasmideo (pEA29)
Primers:
; ; ; Lxx82F / Lxx22R
Leifsonia xyli GRISHAM; PAN; )
subsp.xyli Lxx202F / Lxx331R SYBR® Green | RICHARD JR, 2007
Regido ITS
. Primers: HLBr (reverse) (comum)
Candidatus HLBaf, HLBam, HLBas (forward)
I’bfe’: ibacter (especifico para cada espécie)
arricanus . .
COXf, COXr TagMan® L; HARE%B‘?’ L2 =
Ca. L. americanus Gene da oxidase do citocromo
inti Sonda: COXfp
Ca. L. asiaticus Gene da oxidase do citocromo
Primers: PsF-tox / PsR-tox
Pseudomonas SCHAAD; )
savastanoi pv. Sonda: PsF-tox-286P TagMan® BERTHIER-SCHAAD; ’2 hdimiie
phaseolicola Cluster cromossémico KNORR, 2007
tox-argK ¢
Primers: RSC-F / RSC-R Cepas da raga 3,
Ralstonia Sonda: RSG.P V) OZAKMAN; biovar 2 sao
solanacearum ’ BIO SCHAAD, 2003 especificamente
Fragm. DNA para o biovar 2 amplificadas
] X. citri pv. citri
Xanthomonas citri Primers:
subsp.citri m; ; mz MAVRODIEVA,; X. citri pv. aurantifolii
VM5 / VM6 SYBR® Green | LEVY; GABRIEL, ndo esta incluido na
X. 2004 lista International
citripv.aurantifoli Familia do gene pthA Society of Plant
Pathology (ISPP).

Fonte: PALACIO-BIELSA, A.; CAMBRA, M. A.; LOPEZ, M. M., 2009.

4.0 - PCR EM TEMPO-REAL PARA DETECGAO E QUANTIFICACAO DE FITOVIRUS E DE
VIROIDES

O desenvolvimento e a adaptacao de métodos eficientes para a rapida
diagnose e controle de fitovirus € uma necessidade premente na fitopatologia tendo
em vista que infec¢des virais afetam seriamente a qualidade e a quantidade de
produtos agricolas no mundo, especialmente em paises menos desenvolvidos (LIMA
et al., 2012). Diversos métodos tém sido utilizados para detecgao e caracterizagéo
especifica de patdgenos virais associados a materiais de propagacgéao vegetal, sendo
que as técnicas mais tradicionalmente utilizadas sdo a indexagao biolégica e os
testes sorolégicos (LOPEZ et al., 2009). Contudo, tais métodos apresentam
limitagcbes que podem levar a falsos resultados negativos uma vez que alguns

isolados podem né&o induzir o aparecimento de sintomas, além de serem técnicas
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laboriosas, caras e demasiadamente demoradas. Diante desse quadro, a PCR em
tempo-real apresenta-se como uma excelente alternativa para estudos de carga viral
em plantas e vetores de virus (CHEN; HU, 2013; ZHAO et al., 2013; CEPIN et al.,
2010).

Apesar de a PCR em tempo-real ndo conseguir distinguir virus infectivos dos
nao-infectivos nas amostras, o uso de dessa técnica oferece aos pesquisadores uma
ferramenta de triagem altamente sensivel antes da realizagdo das dispendiosas e
demoradas culturas celulares essenciais para pesquisas de exposi¢gdo a virus
infectivos (IKER et al.,, 2013). Andlises para deteccdo de fitovirus por PCR
frequentemente requerem preparagcdo mecanica de extratos de planta ou de insetos,
as quais preferencialmente devem ser realizadas em sacos plasticos individuais para
evitar contaminagéo cruzada entre as amostras (LOPEZ et al., 2009).

Fitovirus sdo nucleoproteinas parasitas obrigatérios moleculares que utilizam
os sistemas de sintese de acidos nucleicos e de proteinas das células vegetais
hospedeiras (REZENDE; KITAJIMA, 2011). O 9° relatério do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus elenca cerca de 900 fitovirus, sendo quase todos patogénicos
(KING et al., 2012). A maioria dos fitovirus possui genomas de RNA e produz uma
unica forma de acido nucleico: longas cadeias de RNA de fita dupla (dsRNA)
(ROOSSINCK, 2012). No entanto, apesar de virus e virdides serem encontrados em
quase 60% das plantas (WREN et al., 2006), at¢é mesmo plantas visivelmente
sintomaticas podem apresentar baixos niveis de carga viral (LAPIDOT et al., 2001).
Nesses casos, para se fazer a identificacdo, as particulas virais devem ser
primeiramente concentradas a fim de que possam ser efetivamente analisadas
(CASHDOLLAR et al., 2013; IKNER; GERBA; BRIGHT, 2012). Cabe destacar que a
maioria dos fitovirus é transmitida exclusivamente por insetos e que a analise
desses vetores também é fundamental em estudos sobre a diversidade dos virus de
plantas (NG et al., 2011).

Ao contrario de outros microrganismos que podem ser identificados pelo seu
RNA ribossomial ou por genes universais, 0s virus hao possuem genes em comum
com similaridade suficiente para serem utilizados na identificagdo de novos fitovirus
(ROOSSINCK, 2011). Por conta disso, as ferramentas utilizadas tradicionalmente no
diagnéstico de fitovirus incluem a inoculagdo em plantas indicadoras (indexagao),
testes soroldgicos (ELISA), varias técnicas de hibridizagdo de acidos nucleicos e a
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microscopia eletrénica. O uso da PCR e da RT-PCR (PCR com transcriptase
reversa) na deteccdo de virus e a utilizagdo de microarranjos (“microarrays”) com
sequéncias especificas tém sido consideradas poderosas ferramentas de
diagnostico (BOONHAM; TOMLINSON; MUMFORD, 2007; GROOVER, 2010).

A RT-PCR é um tipo de reacdo em cadeia da polimerase muito utilizada na
identificacdo de virus de RNA, na qual o RNA-alvo é inicialmente transformado em
DNA complementar (cDNA) pela enzima transcriptase reversa (RT) para ser
posteriormente amplificado pela DNA polimerase (PCR). Quando essa segunda
reacao for de qPCR, o processo é denominado RT-gPCR.

Uma das principais limitagdes da RT-PCR e da RT-qPCR ¢ a instabilidade das
moléculas de RNA que se degradam facilmente durante o processo de analise e
podem facilitar a ocorréncia de falsos resultados negativos. Em razado disso, é
fundamental armazenar corretamente as amostras a serem analisadas e obter RNAs
intactos e puros (BOLLMANN et al., 2012). Outro ponto crucial da RT-gPCR ¢ a
normalizacado dos resultados que pode influenciar profundamente as conclusdes das
analises de RNA, quando executadas inadequadamente (FERGUSON et al., 2010),
ja que a quantidade e a qualidade do RNA, bem como a eficiéncia da reagédo de
transcrigdo reversa podem afetar os resultados (WEISS; THEILE; HAEFELI, 2012).
As estratégias para normalizagdo de resultados de RT-qPCR atualmente utilizadas
variam desde uma padronizagdo da massa amostrada, como por exemplo, 0 peso
dos tecidos ou a massa de RNA, até o uso de padrdes internos e externos
(BOLLMANN et al., 2012). A légica por tras dessa estratégia de normalizacédo esta
na quantificagdo do mRNA (RNA mensageiro) de uma referéncia interna que esteja
sujeita as mesmas condicdes do mMRNA de interesse (BOLLMANN et al., 2012). Ao
se usar essa estratégia, é absolutamente essencial procurar por genes de referéncia
cuja expressao nao seja influenciada nem pelas condi¢gdes experimentais (WEISS;
THEILE; HAEFELI, 2012) e nem sejam diferentemente regulados em 6rgéos, tecidos
ou células de interesse (CABIATI et al., 2012). A RT-qPCR vem sendo utilizada em
reagdes multiplex para triagem de diversos fitovirus (AGINDOTAN; SHIEL;
BERGER, 2007; DAI et al., 2013; LIN et al., 2013; LOPEZ-FABUEL et al., 2012;
MORTIMER-JONES et al., 2009; MUMFORD et al., 2004; PRICE et al., 2010).

SCHOLTHOF et al. (2011) elaboraram uma lista com os dez fitovirus mais

utilizadoscomo alvos de estudos moleculares no periddico Molecular Plant
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Pathology. Sao eles: i) Tobacco mosaic virus - TMV (mosaico-do-tabaco); ii) Tomato
spotted wilt virus - TSWV (vira-cabega do tomateiro); iii) Tomato yellow leaf curl
virus- TYLCV (virus do enrolamento e amarelecimento foliar do tomateiro); iv)
Cucumber mosaic virus - CMV (mosaico-do-pepino); v) Potato virus Y - PVY (virus Y
da batata); vi) Cauliflower mosaic virus - CaMV (mosaico-da-couve-flor); vii) African
cassava mosaic virus - ACMV (mosaico-africano-da-mandioca); viii) Plum pox virus -
PPV (sharca); ix) Brome mosaic virus - BMV (mosaico-do-capim-bromo); e x) Potato
virus X - PVX (virus X da batata), com menc¢des honrosas para o Citrus tristeza virus
- CTV (tristeza-dos-citros), o Potato leafroll virus - PLRV (enrolamento-da-folha-da-

batata) e o Tomato bushy stunt virus - TBSV (enfezamento-do-tomateiro).

5.0 -PADRONIZAGAO DAS INFORMAGOES DAS PUBLICAGOES CIENTIFICAS

Na area de fitopatologia, a validagdo de métodos de PCR em tempo-real vem
aumentando significativamente em fungdo da confiabilidade e alta sensibilidade
desse tipo de método (CAMLOH et al., 2008). Boa parte desse aumento pode ser
explicado pela necessidade dos laboratorios de obter a acreditacdo de seus
meétodos de diagnostico. A acreditagdo garante ao laboratério o reconhecimento
formal de que seus padrées de qualidade, desempenho, capacidade técnica e
competéncia atendem a padrdes internacionais (ALEXANDER et al., 2008).
Segundo THRANNE e SCHEEL (2005), apesar de nao ser obrigatoria, a acreditagao
pode trazer diversos beneficios para laboratérios de diagnéstico fitossanitario, tais
como: i) andlises com alto padrdo alta qualidade; ii) maior satisfagdo entre os
analistas do laboratério ja que a qualidade de seu trabalho técnico passa a ser mais
reconhecida e valorizada; e iii) ser um diferencial competitivo para captacdo de
novos clientes que exijam maior qualidade nos seus resultados.

A grande popularidade da qPCR tem provocado um aumento do numero de
publicacdes nas quais sao reportados diversos tipos de reagentes, protocolos e
descricdes de métodos. Com isso, a probabilidade de ocorréncia de publicacdes
cientificas com resultados inadequados ou conflitantes aumenta proporcionalmente
(GARSON et al., 2009).

A aparente simplicidade da tecnologia da qPCR pode justificar a falta de
clareza e transparéncia observadas na literatura cientifica, ja que poucas

publicacdes tém reportado os detalhes de como os resultados informados foram



43

obtidos (DIE; ROMAN, 2012). Diversos fatores podem afetar a especificidade e a
eficiéncia da amplificagdo de DNA na reac¢ao de PCR. Por esse motivo, a otimizagao
dos reagentes e do regime de ciclagem de temperatura da PCR necessitam ser
ajustadas experimentalmente (HENSON; FRENCH, 1993).

Para exemplificar esse tipo de problema, BUSTIN et al. (2009) apontaram as
principais deficiéncias técnicas verificadas em publicagdes envolvendo diagndésticos
com gPCR, tais como: i) armazenamento e preparo inadequado de amostras, bem
como a baixa qualidade dos acidos nucleicos extraidos; ii) erros na escolha de
primers de transcricdo-reversa (RT), assim como de primers e sondas para a qPCR;
e iii) analises estatisticas inadequadas que normalmente induzem a conclusdes
equivocadas. Os autores também enfatizaram que esses problemas podem ser
exacerbados pela falta de informagdes que caracteriza a maioria dos estudos que
utilizam qPCR, uma vez que muitas publicagbes ndo fornecem detalhes suficientes
que permitam ao leitor avaliar criticamente a qualidade dos resultados apresentados
ou repetir os experimentos. E bastante comum que nesses artigos sejam omitidas
informacgdes sobre origem e manuseio das amostras; integridade e qualidade do
RNA,; detalhes da transcricdo-reversa; eficiéncia da PCR e os parametros utilizados
nas analises.

Como outro exemplo desse tipo de problema, ALEMAYEHU et al. (2013)
compararam sete métodos publicados de gPCR para detecgao do agente causador
da malaria (Plasmodium spp ou Plasmodium falciparum) e constataram
inconsisténcias no desempenho deles, concluindo que o uso de diretrizes que
encorajem a adogdo de melhores praticas laboratoriais permitira que as
interpretacdes dos resultados de qPCR sejam mais consistentes e menos ambiguas,
facilitando a avaliagdo ou comparacao dos ensaios reportados por diferentes autores
e laboratérios.

Para tentar evitar que situagdescomo essas continuem a ocorrer, BUSTIN et al.
(2009) propuseram algumas diretrizes, que denominaram “Informagdes Minimas
para Publicacdo de Experimentos de PCR em Tempo-Real Quantitativa” (MIQE -
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments),
para que autores, revisores e editores tivessem acesso a informacbdes que
garantissem a relevancia, veracidade, repetibilidade e correta interpretacdo desses

experimentos.
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Primeiramente, BUSTIN et al. (2009) sugeriram uma padronizacdo da
terminologia utilizada na descrigdo dos experimentos que utilizem a PCR em tempo-
real, propondo: i) o uso da sigla “QPCR” para descrever experimentos de PCR em
tempo-real quantitativa e da sigla “RT-gPCR” para experimentos de transcriptase-
reversa quantitativa, ja que o uso da sigla “RT-PCR” para descrever experimentos
de PCR em tempo-real estava sendo confundido com experimentos de PCR de
transcriptase-reversa convencional; ii) que os genes utilizados na normalizagdo da
gPCR sejam chamados de “genes de referencia’ (reference genes) e nao
“housekeeping genes”; i) que as sondas TagMan® fossem referenciadas como
“sondas de hidrélise”; iv) que o termo “sonda FRET” (sonda de transferéncia de
energia de ressonancia por fluorescéncia) seja utilizado apenas para referenciar o
mecanismo genérico de fluorescéncia no qual a emisséo e a inibicdo dependem da
interagcéo entre elétrons de duas moléculas fluorescentes; v) que as sondas para os
termocicladores LightCycler® (Roche Applied Science) sejam chamadas de “sondas
de hibridizacao”; e v) que a sigla “Cq” (ciclo de quantificacéo) seja utilizada para
definir o ciclo fraccional utilizado como referéncia na gPCR, ja que diversos autores
se referem a esse mesmo ciclo como Ct (threshold cycle), Cp (crossing-point cycle)
e TOP (take-off point). Os autores justificam que esses termos foram definidos por
fabricantes de termocicladores de gPCR apenas para diferenciacdo de seus
produtos e nao para fins de clareza ou precisao cientifica.

A Tabela 4 contém um resumo dos principais requisitos MIQE sugeridos para

publicacdes cientificas que envolvam o uso de gPCR.



Tabela 4: Lista de verificagdo do atendimento dos principais requisitos MIQE
para autores, revisores e editores (adaptada de BUSTIN et al., 2009)

Item a ser verificado Importancia
Dados do desenho experimental
Definicéo dos grupos experimentais e de controle Essencial
Numero de amostras dentro de cada grupo Essencial

Dados da amostra

Descrigao Essencial
Volume ou massa das amostras processadas Desejavel
Forma de preparo das amostras Essencial
Se congelada, informar de que forma e o tempo de congelamento Essencial
Se alterada, com o que e em quanto tempo Essencial
Condigoes e duragao do armazenamento Essencial

Dados da extragao de acidos nucleicos

Procedimentos e equipamentos utilizados Essencial
Nome do kit e detalhes das modificagbes efetuadas Essencial
Detalhes de tratamentos com DNases ou RNases Essencial
Verificagdo de contaminacdo (DNA ou RNA) Essencial
Quantificagdo dos acidos nucleicos Essencial
Integridade do RNA (método e equipamento) Essencial

RIN (Numero de Integridade do RNA), RQI (Indicador de Qualidade do

RNA) ou Cq dos transcritos 3’ e 5’ Szl
Teste de inibigdo (Cq, diluigbes, fortificagdo, outros)
Dados da sequéncia-alvo da qPCR
Simbolo do gene Essencial
Numero de acesso da sequéncia Essencial
Tamanho do amplicon Essencial
Tela da especificidade in silico (BLAST e outros) Essencial
Localizagdo de cada primer por exon ou intron (se aplicavel) Essencial
Variantes “splice” procuradas Essencial
Dados dos oligonucletotideos da qPCR
Sequéncias dos primers Essencial
Sequéncia da sonda Desejavel
Localizagao e identificagdo de modificagbes Essencial
Protocolo da gPCR
Descrigdo completa das condigées de amplificagéo Essencial
Volume de reagéo e quantidade de cDNA/DNA Essencial
Concentragéo dos primers, sonda, Mg+2 e dNTPs Essencial
Concentragao e identificagdo da polimerase Essencial
Identificacdo e marca do tamp&o ou kit utilizado Essencial
Aditivos (SYBR Green |, DMSO, outros) Essencial
Fabricante e nimero de catalogo da microplacas e tubos Desejavel
Parametros completos do termociclador Essencial
Fabricante do termociclador Essencial
Validagao da qPCR
Especificidade (gel, sequéncia, melt ou digestéo) Essencial
Para SYBR Green |, Cq do controle negativo (NTC) Essencial
Curvas de calibragdo com coeficiente angular e intercepto no eixo y Essencial
Eficiéncia da PCR calculada pelo coeficiente angular Essencial
Coeficiente r* da curva de calibragao Essencial

Faixa dinamica linear Essencial




Tabela 4: continuacéo

Variagdo do Cq no limite de detecg¢éo

Evidéncia do limite de detecgéo

Se multiplex, eficiéncia e limite de detecgao de cada ensaio
Analise de dados

Software utilizado na analise da gPCR (fonte e versao)

Método utilizado na determinagéo do Cq

Disposicao e identificagéo de outliers

Resultados de controles negativos

Justificativa do nimero e escolha dos genes de referéncia

Descrigdo do método de normalizagéo

Numero e estagio (transcricdo reversa ou qPCR) das replicatas

Repetitividade (variagdo intraensaio)

Métodos estatisticos utilizados para avaliar os resultados

Fonte e versao do programa estatistico

Essencial
Essencial
Essencial

Essencial
Essencial
Essencial
Essencial
Essencial
Essencial
Essencial
Essencial
Essencial
Essencial

Fonte: BUSTINet al., 2009.
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A Tabela 5relaciona os principais parametros a serem avaliados nos

processosde validagdao de métodos de qPCR utilizando os requisitos MIQE.

Tabela 5: Pardmetros essenciais para validagdo de métodos de qPCR (BUSTIN et al., 2009)

Parametros a serem verificados

Especificidade (gel, sequéncia, melt ou digestao)

Para SYBR Green |, Cq do controle negativo (NTC)

Curvas de calibragdo com coeficiente angular e intercepto no eixo y
Eficiéncia da PCR calculada pelo coeficiente angular

Coeficiente r* da curva de calibracao

Faixa dindmica linear

Variagao do Cq no limite de detecgéo

Evidéncia do limite de detecgéo

Se multiplex, eficiéncia e limite de deteccéo de cada ensaio
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CAPITULO 3

REGULAGAO DA VALIDAGCAO DE METODOS DE DIAGNOSTICO BASEADOS EM PCR EM
TEMPO-REAL NO BRASIL E NO MUNDO

1.0 - INTRODUGAO

A validacdo de métodos de ensaio costuma ser um dos maiores desafios a
serem enfrentados por laboratérios durante a implantagao de sistemas de gestado da
qualidade baseados na norma ISO/IEC 17025. Validagdo é a confirmacido por
exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para
um determinado uso pretendido sdo atendidos (ABNT, 2005). Consiste na realizacao
de um estudo experimental e documentado para demonstrar que o procedimento
analitico avaliado é adequado a finalidade proposta, de forma a assegurar a
confiabilidade dos resultados obtidos (BRASIL, 2011a). O principal objetivo de uma
validagao ¢é avaliar a adequacéo dos meétodos, a capacidade técnica do laboratoério e
a qualidade dos analistas (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-
BROCH, 2012). A validagéo representa o primeiro nivel de garantia da qualidade de
um laboratério (TAVERNIERS; DE LOOSE; VAN BOCKSTAELE, 2004).

A validacdo e o desenvolvimento de métodos analiticos sdo processos
intimamente ligados uma vez que em ambos sao realizadas verificagdes de
parametros de desempenho. A validagao deve ser aplicada a um protocolo definido
para determinacdo de um analito especifico, em um tipo especifico de amostra,
dentro de uma faixa definida de concentragdes e para um uso especifico (RAMBLA-
ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH, 2012).

A validacdo de métodos analiticos pode ser executada por meio de estudos
inter ou intralaboratoriais. Nos estudos interlaboratoriais ou colaborativos, a
avaliagcdo das caracteristicas do método € realizada por meio da avaliacdo de
desempenho de um ensaio interlaboratorial, com um nimero minimo e pré-definido
de laboratérios (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Trata-se de um estudo
complexo, dispendioso e nem sempre pratico ou necessario. Protocolos
internacionalmente aceitos ja foram estabelecidos pela IUPAC (HORWITZ, 1995) e

pela ISO (1994) para orientar estudos de validagao completa de métodos (ENGL,
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2008). Os procedimentos e o0 escopo das validagbes ndo sdo sempre oS mesmos e,
por isso, devem ser estabelecidos caso a caso (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2012). A Figura 05 apresenta um fluxograma geral para

validacdo de métodos analiticos.
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Y
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NAO
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Implementar o
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Revisar

Figura 05: Processos gerais de validagao de métodos para laboratérios de analises quimicas e biolégicas.
Fonte:lANZ, 2011.
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Segundo SOUZA (2007), frente aos fatores limitantes das validagdes por
estudos colaborativos, procedimentos de validagdo intralaboratoriais (single-
laboratory ou in-house validation) tém sido considerados apropriados quando se
deseja avaliar parametros de desempenho de um método antes de formalizar a
participagdo em processos interlaboratoriais, os quais envolvem um alto custo.
Nesse mesmo estudo, a autora também ressalta a importancia do uso dos estudos
de validagéo intralaboratorial como forma de demonstrar a capacidade do laboratério
em aplicar adequadamente o método a ser implantado, mesmo quando esse método
ja tiver sido objeto de um estudo colaborativo. Convém destacar, ainda, que além da
validacdo de métodos, laboratdrios também podem garantir a sua qualidade analitica
através do uso de controles positivos, controles negativos, materiais de referéncia
certificados, cartas de controle, participacdo em ensaios de proficiéncia e pela
propria acreditacdo de seus métodos.

Especificamente para laboratérios de diagnostico fitossanitario, a validagéo
vem se mostrando como um dos principais entraves a adocao da ISO/IEC 17025.
Primeiro, porque essa norma ISO foi elaborada com foco em laboratérios de
calibracdo e de ensaios fisico-quimicos, ndo sendo perfeitamente adequada para
laboratérios que realizam analises microbiolégicas ou de biologia molecular.
Segundo, porque peculiaridades existentes nas analises de diagndstico fitossanitario
dificultam sobremaneira o processo de validacdo, dentre elas destacam-se: i)
dificuldade de se obter controles positivos de pragas quarentenarias A1 (ainda
ausentes do pais); ii) caréncia de protocolos de validagdo adequados para a
diagnose de patdégenos de plantas; iii) caréncia de ensaios de proficiéncia para
todos os fitopatdbgenos de interesse e iv) grande diversidade de patdgenos
requerendo procedimentos de analise diferentes.

Apesar dessas inadequacgdes, agéncias de defesa sanitaria vegetal da Uniédo
Europeia e demais mercados agricolas - cientes da importdncia da harmonizagéo
internacional da analise de produtos vegetais nas fronteiras - consideram a
validacdo e a acreditacdo de métodos de diagndstico fitossanitario como
ferramentas efetivas para aumentar a confianga das diagnoses e,
consequentemente, a qualidade dos produtos agricolas comercializados (THRANE,
2008).
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Dentro desse contexto e considerando, ainda, que qualquer resultado analitico
esta sujeito a erros e que esses erros podem induzir a tomadas de decisédo
equivocadas, é extremamente recomendavel que laboratérios de diagndstico
fitossanitario implantem mecanismos para garantir a qualidade analitica dos seus
meétodos. Essa preocupagdo ja pode ser constatada em diversas normas e
regulamentos internacionais que vém exigindo o uso de métodos de analise
confiaveis em todas as areas analiticas, o que tem feito a validagdo receber
consideravel atencdo dos comités da area industrial e de agéncias reguladoras
(RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH, 2012).

Diante da grande demanda por métodos rapidos e confiaveis para realizagéo
de diagndsticos, as técnicas de biologia molecular passaram a ser vistas como uma
excelente opgao para laboratérios de diagndstico fitossanitario ja que métodos
baseados em DNA podem aumentar sensivelmente a rapidez, sensibilidade e
precisdo da identificagao de fitopatogenos (LUCAS, 2011). Outra vantagem do uso
de métodos moleculares em diagndsticos fitossanitarios € o fato de poderem ser
padronizados e a sua correta execucgao ser facilmente verificada, o que simplifica o
processo de acreditacdo em relacdo ao processo de acreditacdo de métodos
morfolégicos classicos (THRANE, 2008). Além disso, métodos moleculares s&o
geralmente mais especificos, sensiveis e rapidos do que métodos microbiolégicos
convencionais, muito embora métodos classicos que utilizam técnicas culturais,
bioquimicas e citolégicas ainda sejam mais comumente utilizados.

Nesse sentido, ferramentas moleculares baseadas na reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) tornaram-se nos ultimos anos uma alternativa bastante adotada
por agéncias de controle de alimentos (IWOBI; HUBER; BUSCH, 2012). Essa
adocao tem ocorrido, principalmente, porque o DNA de alimentos e de ingredientes
altamente processados ainda consegue ser adequadamente amplificado em
analises de PCR ao contrario do que ocorre em analises de alimentos baseadas
apenas na identificagdo de proteinas.

Para DE FREITAS, DE LEMOS e MARIN (2006), a utilizagdo de métodos
moleculares para detecgdo de microrganismos patogénicos deve estar atrelada a
padronizagcao de protocolos e a validagdo internacional. Este processo deve
contemplar varias fases de comparacdes experimentais, além da elaboracdo de
guias. Isso se faz necessario porque procedimentos de validacdo estruturados de
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forma inadequada podem gerar uma avaliagdo equivocada sobre a adequacéo do
propésito de uso de um determinado método, com impactos negativos sobre a
confiabilidade de resultados que subsidiam decisdes na area de saude publica
(BERNARDES; SOUZA, 2011).

2.0 - REGULAGAO DE VALIDAGAO DE METODOS DE PCR NO BRASIL

No Brasil, ainda ndo ha regulagao ou orientagdes especificas para validagao de
meétodos de diagndstico baseados em PCR ou qPCR. Até a presente data, os
principais documentos oficiais brasileiros estdo relacionados a validagado de métodos
na area de saude e de alimentos, sendo eles: i) a RDC n° 27/2012 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre os requisitos minimos
para a validagdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins de
registro e pos-registro de medicamentos (BRASIL, 2012); ii) o documento orientativo
do INMETRO “Orientacao sobre validagao de métodos analiticos - DOQ-CGCRE-
008 rev. 04”, que tem por objetivo auxiliar os laboratérios na tarefa de demonstrar
que o método analitico a ser validado apresenta as caracteristicas necessarias para
a obtencao de resultados confiaveis (BRASIL, 2011c); iii) o “Manual de Garantia da
Qualidade Analitica” publicado pelo MAPA para orientar a validagao de métodos
fisico-quimicos utilizados pelos laboratérios da Rede Nacional de Laboratérios
Agropecuarios que realizam analises na area de residuos e contaminantes em
alimentos (BRASIL, 2011a); e iv) o “Guia de Validagado e Controle de Qualidade
Analitica” do MAPA para métodos de analise de farmacos em produtos para
alimentagcao animal e medicamentos veterinarios (BRASIL, 2011b).

O Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA (BRASIL, 2011a),
elaborado pela area de residuos e contaminantes da Coordenacao-Geral de Apoio
Laboratorial (CGAL), reune em um unico documento didatico e elucidativo, a
bibliografia mais atual referente a validacdo de métodos utilizados na area de
residuos e contaminantes de alimentos, resultando em um guia de referéncia de alto
nivel que aponta as tendéncias e vanguardas em relagdo ao controle analitico de
perigos quimicos. Esse manual, dentre outros assuntos, trata de aspectos
especificos da validagcao de procedimentos analiticos para diferentes categorias de
residuos de medicamentos veterinarios, agrotdéxicos, contaminantes inorganicos e

micotoxinas em alimentos.
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O Guia de Validagdo e Controle de Qualidade Analitica do MAPA (BRASIL,
2011b) estabelece os paréametrosde desempenho e os requisitos de aceitagéo
minimos quedevem ser atendidos para que um determinado procedimentoanalitico
seja considerado validado pelo MAPA. Nesse documento,também sao apresentados
procedimentos minimosde controle da qualidade que devem ser observados
durantea rotina analitica. Desenvolvido para ser utilizado como uma
referéncianormativa sucinta e pratica, esse guia é direcionado a validacdo de
procedimentos analiticos destinados ao controlede qualidade de medicamentos
veterinarios, controle de qualidade de farmacos em produtos para
alimentagdoanimal (utilizados como veiculo na administragcdo de medicamentos)e
para a determinagao de farmacos como contaminantesem ragdes.

A tabela 06 apresenta uma comparagao entre os parametros de desempenho a
serem verificados na validacdo de métodos analiticos dos documentos oficiais

brasileiros na area de alimentos e de saude.

Tabela 06: Equivaléncia entre os parametros de desempenho exigidos no Brasil para validacdo de métodos
analiticos de acordo com as orientagdes do MAPA, ANVISA e INMETRO.

Guia de validagao e

Manual de garantia da DOQ-CGCRE-008 rev. 04

X o controle de qualidade RDC n°27/2012 da
gaideaiicats  CIMAGUATA  AWSABRASL D) e TR
Seletividade Seletividade Seletividade Seletividade
Efeito matriz Efeito matriz Efeito matriz Seletividade
Linearidade Linearidade Curva de calibracdo LinearidsSeF,ali:):(aaixl?ng:rtrabalho
Estabilidade Estabilidade Estabilidade do analito em

matriz biolégica
Recuperagao / Veracidade Recuperagéo / Veracidade Exatidao Tendéncia / Recuperagao
Repetibilidade Repetibilidade Preciso Repetibilidade, Precisdo
intermediaria
Reprodutibilidade Precisao intermediaria - Reprodutibilidade

Limite de deteccdo ou
Limite de deciséo (CCa)
Limite de quantificagdo (LQ) ou
Capacidade de deteccédo (CCR)

Limite de deteccéo - Limite de detecgéo (LD)

Limite inferior de

Limite de quantificagao quantificagéo (LIQ)

Limite de quantificagdo (LQ)

Robustez Robustez - Robustez
Incerteza de medigao Incerteza de medigéo - Incerteza de medigéo
Sensibilidade Sensibilidade - Sensibilidade

Efeito residual

Como se pode depreender na leitura da Tabela 6, a terminologia utilizada nos
guias para designar os parametros de validagdao ndo se encontra completamente
harmonizada. Segundo RAMBLA-ALEGRE, ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH
(2012), esse é um dos principais fatores que dificultam o entendimento dos analistas

sobre o processo de validagao ja que os termos técnicos utilizados variam entre os
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diferentes setores de analise, tanto em termos de significado quanto na forma como
eles sao determinados.

Em decorréncia disso, uma harmonizagéo da terminologia utilizada nos guias
de validagdo precisa ser implementada pelos 6rgaos oficiais brasileiros. Uma
possivel estratégia de acdo poderia ser a adogéo dos termos e definicbes existentes
no Vocabulario Internacional de Metrologia - VIM (INMETRO, 2012), que além de ser
um documento oficial que tem por objetivo uniformizar a terminologia metrolégica
utilizada no Brasil e Portugal, também é aceito internacionalmente. Outra acao
alternativa poderia ser a publicagdo de um documento conjunto do MAPA, ANVISA e
INMETRO que contivesse a terminologia e definigdes harmonizadas paraestudos de
validacao e verificagao de desempenho de métodos de analise na area de alimentos

e de medicamentos.

3.0 - REGULAGAO DE VALIDAGAO DE METODOS NO MUNDO

No plano internacional, diversas organizagdes e agéncias reguladoras
estabeleceram critérios ou orientacdes para validacdo de métodos analiticos, dentre
as quais se destacam: a United States Food and Drug Administration - FDA (FDA,
2011), a International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use - ICH (ICH, 1996), a International
Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOQD,
2002), a International Organization for Standardization - ISO (ABNT, 2005) e a
United States Pharmacopeial Convention - USP (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-
ROMERO; CARDA-BROCH, 2012).

A tabela 07 relaciona os parametros exigidos por essas organizagdes nas
validagdes de métodos analiticos nas suas respectivas areas.

Tabela 7: Parametros de validacdo de métodos exigidos pelo FDA, ICH, ISO 17025, IUPAC
e USP (RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH, 2012).

PARAMETRO ORGANIZACAO
Especificidade ICH, USP
Seletividade FDA, I1SO 17025, IUPAC
Exatidao FDA, ICH, ISO 17025, USP
Precisao USP, ICH, FDA, IUPAC

Repetibilidade ICH, ISO 17025
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Tabela 7: continuacao

Precisao intermediaria ICH
Reprodutibilidade ICH, definida como solidez na USP, ISO 17025 e FDA
Veracidade IUPAC
Linearidade ICH, ISO 17025, IUPAC, USP
Faixa ICH, USP
Limite de deteccao FDA, ICH, ISO 17025, IUPAC, USP
Limite de quantificacéo ICH, ISO 17025, IUPAC, USP
Robustez FDA, incluida na ICH como atividade de desenvolvimento de método, ISO, USP
“Solidez” (ruggedness) IUPAC, USP, definida na ICH como reprodutibilidade
Sensibilidade FDA
Recuperagao FDA, IUPAC
Aplicabilidade IUPAC
Incerteza de medigéao IUPAC
Estabilidade FDA
Legenda:

FDA: United States Food and Drug Administration

ICH: International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry

USP: United States Pharmacopeial Convention

Especificamente para métodos moleculares utilizados em analises de
alimentos, o Codex Alimentariuselaborou um guia com critérios de desempenho e de
validacdo de métodos para deteccao, identificacdo e quantificacdo de sequéncias
especificas de DNA e de proteinas (CODEX, 2010). Segundo MIAW (2013),
considerando os parametros aplicados apenas na validagao de métodos qualitativos,
o documento do Codex trata somente de estudos da taxa de falsos-positivos (TFP),
taxa de falsos-negativos (TFN), limite de detecgdo (LD) e robustez, ndo sendo
abordados outros importantes paradmetros de desempenho, tais como: taxa de
sensibilidade (TSB), taxa de seletividade (TST), taxa de confiabilidade (TCF), regido
de perda de confiabilidade (RPC), acordancia (ACO) e concordancia (CON), os
quais sdo de extrema importancia para a avaliacdo da adequacdo de métodos
qualitativos aos seus respectivos propositos de uso (GONDIM; JUNQUEIRA;
SOUZA, 2011). Para validacdo de métodos quantitativo que utilizam a PCR em
tempo-real (QPCR), o documento do Codex Alimentarius recomenda que a validagéo
seja realizada em duas fases. A primeira consistindo em uma validagao

intralaboratorial (in-house validation) de todos os parametros (exceto a
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reprodutibilidade) e a segunda compreendendo um estudo colaborativo, cujo
principal resultado deve ser a avaliagdo da repetibilidade e da reprodutibilidade do
método, juntamente com informagdes detalhadas sobre a transferéncia do protocolo
analitico entre os laboratérios. O documento também recomenda incisivamente que,
antes de se iniciar um estudo colaborativo em larga escala, o laboratério realize um
estudo prévio de menor tamanho com o objetivo de testar a robustez do método e
evitar gastos desnecessarios com a organizagdo de um estudo colaborativo mais
completo. Assim, caso haja necessidade de melhorias no método ou na descrigao
do protocolo, o impacto seria bastante reduzido ja que o fracasso de um estudo
colaborativo em decorréncia de ambiguidades na descrigdo dos protocolos é uma
falha muito grave e dispendiosa. A segunda fase da validagdo deve ser
compreendida pela realizagdo de um estudo colaborativo com o objetivo de avaliar
os parametros de repetibilidade e reprodutibilidade.

Os parametros recomendados no documento do Codex Alimentarius para
validagcdo quantitativa de métodos baseados em DNA sdo: escopo, limite de
deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ), veracidade, precisdo, sensibilidade e
robustez. Outros aspectos importantes destacados no documento do Codex séo os
critérios de aceitabilidade e de interpretacdo de resultados, além da questdo das
unidades em que os resultados serdo expressos (CODEX, 2010). O documento
também menciona outros parametros tais como: aplicabilidade, faixa dinamica,
desvio-padréo relativo de repetibilidade, desvio-padrao de reprodutibilidade e
seletividade.

Outro guia internacional relacionado a validagdo de métodos baseados em
PCR ¢é o documento orientativo da Rede Europeia de Laboratérios de Analise de
OGM (ENGL, 2008) que define requisitos minimos de desempenho que devem ser
verificados pelos laboratérios da ENGL nas avaliacbes e validagcdes de métodos de
detecgéo, identificacdo e quantificagdo de organismos geneticamente modificados
(OGM). Assim como o documento do Codex Alimentarius (CODEX, 2010), o
documento da ENGL também divide a avaliagcdo dos métodos em duas fases. A
primeira consiste na avaliacido dos dados de desempenho enviados pelo laboratério
como parte do dossié oficial do método. A segunda compreende a avaliagdo do
desempenho apds uma validagdao completa do método por meio de um estudo

colaborativo. A ENGL ainda define os critérios de aceitabilidade (method acceptance
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criteria) que devem ser atendidos pelos métodos antes de serem submetidos a um
processo de validagdo completa, sdo eles: i) aplicabilidade: € a descricdo dos
analitos, matrizes e concentragdes nas quais o método pode ser utilizado, com
observagdes sobre interferéncias conhecidas de outros analitos ou inadequacdes a
outras matrizes e situagdes; ii) praticabilidade: consiste na avaliagao da facilidade de
execugao, praticidade e eficiéncia de implementagdo do método, juntamente com a
avaliagao do seu custo por amostra. Essa avaliagao deve considerar a necessidade
ou n&o de aquisicdo de novos equipamentos, tempo de analise, volume de trabalho,
uso de reagentes e demais custos envolvidos; iii) extracdo e purificacdo de DNA:
devem garantir a obtencédo de extratos de DNA com a qualidade adequada para a
realizacdo das analises de PCR subsequentes. Essa adequacdo da qualidade
depende do tamanho médio dos fragmentos, da integridade estrutural e da pureza
quimica do DNA extraido. Outro fator a ser avaliado é o efeito de matriz que pode
ocorrer na reagcao de PCR devido a presenca de impurezas co-extraidas das
amostras. Por esse motivo, o documento da ENGL recomenda que as etapas
criticas do processo de extracéo e de purificagcdo de DNA devam ser informadas na
documentagdo técnica, além da definicAo dos critérios de aceitabilidade do
processo. Para avaliagdo dos protocolos de extragdo, o documento sugere que o
DNA seja extraido em dias diferentes (ex.: 3 dias) com um numero adequado de
amostras (ex.: 6 por dia). No que tange a avaliacdo da qualidade deste DNA
extraido, a recomendacao do documento da ENGL é que a concentragao de DNA
seja maior do que a concentragdo descrita no método de analise. Por exemplo, se a
indicagdo do método for de 40ng/pL, a concentragdo do DNA extraido deve ser
maior do que esse valor. O estado de fragmentacdo do DNA também deve ser
avaliado. Nas analises quantitativas (QPCR), é recomendavel que o peso molecular
do DNA extraido seja maior do que o tamanho dos amplicons da referéncia
endbégena e do evento-especifico do OGM analisado. Ja nas analises qualitativas
(PCR), a presenga de moléculas de DNA com peso molecular menor do que o
tamanho dos amplicons é aceitavel. Outro parametro critico a ser avaliado é a
pureza do DNA, que é representada pela a auséncia de inibidores da PCR nos
extratos de DNA. O critério de aceitabilidade desse parametro € que a diferenca

(ACq) entre o valor do Cq medido e o valor do Cq da primeira amostra diluida no
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teste de inibicdo seja inferior a 0,5 ciclo [CQmedido - CQextrapolado< 0,5] € que o
coeficiente angular (slope) da curva de inibi¢cao fique dentro da faixa de -3,6 a -3,1.

A ENGL também publicou diretrizes para verificagdo intralaboratorial (interna)
de métodos de andlise de OGM que ja foram validados interlaboratorialmente
(ENGL, 2011).

3.1 - REGULAGAO DE VALIDAGAO DE METODOS DE DIAGNOSTICO NOS ESTADOS
UNIDOS

Nos Estados Unidos (EUA), a agéncia federal responsavel pela condugao da
defesa agropecuaria € o APHIS (Animal and Plant Health Inspection Service). Dentre
suas principais atividades na area vegetal estdo a acreditagdo de laboratérios de
diagndstico fitossanitario e a fiscalizagao de programas de certificagao vegetal. Na
area laboratorial, o APHIS juntamente com outra agéncia federal, o NIFA (National
Institute of Food and Agriculture), coordenam a NPDN (National Plant Diagnostic
Network), que é uma rede composta por 60 laboratérios de diagndstico fitossanitario
distribuidos pelo territério dos EUA. Criada em 2002 pelo USDA Homeland Security
Office (Escritorio de Seguranga Nacional do Departamento de Agricultura dos EUA),
a NPDN funciona como um intermediario entre laboratorios de diagndstico
fitossanitario de universidades publicas americanas com o objetivo de fortalecer a
segurancga agropecuaria e proteger os recursos naturais dos EUA (NPDN, 2013).

A NPDN faz parte do Sistema Nacional de Biosseguranca dos EUA e tem como
missdes: i) estabelecer um sistema nacional de comunicacéo entre laboratérios de
diagnostico fitossanitario; ii) melhorar a infraestrutura analitica dos laboratorios
estaduais de diagnéstico fitossanitario; iii) oferecer treinamentos para detectores
iniciais (first detectors) a fim de facilitar a identificacdo e possibilitar alertas precoces
de epidemias; e iv) desenvolver competéncias na obtencdo e analise de dados para
a rapida identificacédo de epidemias (STACK et al., 2006). Assim, para o devido
cumprimento dessas atribuicdes, a NPDN colabora ativamente com extensionistas,
Secretarias Estaduais de Agricultura e com o Servico de Defesa Sanitaria Vegetal e
Quarentena do APHIS.

Do ponto de vista operacional, a NPDN é um grande consorcio composto por
cinco outros consorcios regionais de laboratérios de diagndstico fitossanitario.
Dentro de cada consorcio regional, ha um laboratério central que coordena a rede e
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controla a comunicagéo entre os laboratérios de universidades publicas, laboratorios
estaduais e o repositorio para coleta e analise de dados da Universidade de Purdue
(STACK et al., 2006). Os laboratorios centrais da NPDN sao: University of California
em Davis (Rede da Regido Oeste), Kansas State University (Rede da Regido das
Grandes Planicies), Michigan State University (Rede da Regidao Centro-Norte),
Cornell University (Rede da Regido Nordeste) e Florida State University (Rede da
Regiao Sul) (NPDN, 2007).

No area de identificacdo de patégenos, o Servico Nacional de Identificagdo
(National Identification Services - NIS) apoia o0s programas regulatérios do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) por meio da colaboragéo
com pesquisadores especialistas em diversos grupos de patdgenos, incluindo
plantas invasoras, insetos, acaros, moluscos e patdégenos de plantas (USDA, 2013).
Esses especialistas encontram-se lotados em diversas instituicbes espalhadas pelos
EUA incluindo laboratérios federais de pesquisa, estacdes de inspecao fitossanitaria,
universidades e museus de histéria natural. O NIS incentiva o uso de métodos
alternativos para aumentar a velocidade e precisdo do processo de identificacdo de
fitopatégenos. O Programa de ldentificacdo Remota de Pragas (Remote Pest
Identification Program) utiliza a tecnologia digital para capturar imagens detalhadas
de pragas suspeitas, que séo transmitidas eletronicamente para que especialistas
qualificados possam fazer uma correta identificacdo. O NIS também possui um
laboratério de diagndstico molecular que € responsavel pelas analises de biologia
molecular de suporte aos programas de controle de pragas do USDA.

No plano da regulagdo da validagdo de métodos de ensaio baseados em PCR
nos EUA, a Agéncia de Protegdao Ambiental (EPA) publicou em 2009 um documento
com orientagcdes sobre a validagado de métodos microbioldgicos, incluindo diretrizes
especificas para o desenvolvimento e validacdo de métodos de PCR para analise de
amostras ambientais (EPA, 2013). O documento da EPA considera que a execugao
dos métodos baseados em PCR podem ser divididos em 04 etapas: i) preparo de
amostras; ii) amplificagdo dos acidos nucleicos; iii) visualizagao dos resultados; € iv)
interpretacdo dos dados obtidos. O documento da EPA recomenda que a escolha do
método de andlise seja baseada no uso pretendido, na forma de avaliagdo dos
dados e no tipo de matriz das amostras a serem analisadas. Para o desenvolvimento
e otimizacdo dos métodos, o documento enfatiza a importancia de se definir
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corretamente a regido gendmica a ser utilizada para a detecgao e identificacdo dos
microrganismos a fim de garantir a maior especificidade possivel no desenho dos
primers e sondas empregados pelo método.

Outra agéncia federal dos EUA que também regulou a validagdo de métodos é
a FDA (United States Food and Drug Administration), que € o o6rgao oficial
responsavel pela protecdo e promocao da saude publica no territério americano. Em
2011, a FDA publicou diretrizes para padronizagdo da validacdo de métodos de
andlise de patégenos microbianos, contaminantes quimicos e radiolégicos (FDA,
2011). O documento da FDA contemplou, dentre outras coisas, a validagdo de
métodos de PCR e qPCR. Especificamente para a validagdo de métodos de qPCR,
o documento da FDA enfatiza que a plataforma (termociclador ou estagcao de
trabalho) e as substancias quimicas utilizadas no método devam ser devidamente
especificadas, recomendando, ainda, que nos estudos de validagao sejam utilizadas
de duas a trés plataformas diferentes. As diretrizes também definem quatro niveis de
validacdo para ensaios de PCR qualitativos para identificacdo de bactérias. O
primeiro nivel corresponde aos estudos de sensibilidade (inclusivity) e de
especificidade (exclusivity) do método por meio da verificagdo da homologia das
sequéncias dos iniciadores e das sondas do método a ser validado nos bancos de
dados genémicos disponiveis (ex. GenBank). O segundo e terceiro niveis consistem
na demonstragao experimental da especificidade do método para o patdgeno a ser
identificado. Controles positivos e negativos devem ser utilizados durante na
avaliacdo do ensaio. Nos ensaios de qPCR, o uso de controles internos de
amplificagdo é obrigatério para fiscalizagdo de alimentos e de amostras ambientais.
O quarto nivel de validacado consiste na comparagcdo do método a ser validado com
outro método de referéncia baseado em PCR. Caso nao haja métodos de referéncia
disponiveis, outros métodos bacteriolégicos, bioquimicos ou sorolégicos podem ser

utilizados.

3.2 - REGULAGAO DE VALIDAGAO DE METODOS DE DIAGNOSTICO NA AUSTRALIA E
NOVA ZELANDIA

A Australia possui um dos sistemas de defesa sanitaria vegetal mais
avancados do mundo. Esse alto padrdo de qualidade fitossanitaria pode ser

explicado pelo fato de a Australia ser um pais rico e com economia fortemente
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dependente de atividades agropecuarias e florestais. Além disso, o fato de ser um
pais insular e geograficamente isolado dificulta a entrada em seu territorio de
diversos fitopatdégenos ja introduzidos em outros paises, bem como a maior
fragilidade de seus ecossistemas em relagao aos ecossistemas continentais.

No sistema de defesa sanitaria vegetal australiano, foi estabelecida uma
parceria entre o governo e o setor industrial, denominada “Plant Health Australia”,
para coordenar agdes do governo federal, governos estaduais e representantes da
industria no sentido de promover praticas de biosseguranga que minimizem o0s
impactos dos fitopatdégenos no pais, bem como aumentem o acesso dos produtos
australianos aos mercados internacionais e contribuam para o avanc¢o da industria e
sociedade (PHA, 2013). Nessa parceria, governo e industria dividem
responsabilidades e beneficios.

No campo do diagnéstico fitossanitario, uma das inovagdes do sistema
australiano foi a criagdo de um banco de imagens de acesso livre, denominado
PaDIL (Pests and Diseases Image Library), que funciona como uma colegéo virtual
de referéncia de fitopatdgenos que pode ser utilizada para agilizar o processo de
identificacdo de pragas e doencgas nas situagdes de emergéncia (CRC, 2013). O uso
de imagens diagnosticas, assim como o de nomes comuns e cientificos, possibilita o
acesso de um maior numero de pessoas envolvidas no campo da defesa sanitaria
vegetal (produtores, importadores, exportadores, fiscais e pesquisadores), o que
pode facilitar e agilizar a identificacdo de pragas e doengas. O PaDIL vem sendo
bastante utilizado na Australia e em cerca de 180 paises ao redor do mundo, com
mais de 500.000 visitantes no ano de 2012, dos quais 44% provenientes dos EUA
(CRC, 2013). A Nova Zelandia também utiliza o sistema para interceptacdo de
fitopatdgenos em suas fronteiras.

A Austrdlia também implementou uma iniciativa denominada “Estratégia
Nacional de Biosseguranca Vegetal’ (National Plant Biosecurity Strategy - NPBN)
que é um plano com duragcdo de 10 anos que tem por objetivo orientar acdes
conjuntas do governo, industria e comunidade para o fortalecimento da
biosseguranga vegetal australiana (NPBN, 2013). Esse plano € composto de 10
estratégias, sendo elas: 1) adog¢ao de uma legislacdo de biosseguranga vegetal que
seja nacionalmente consistente; 2) estabelecimento de um sistema nacionalmente

coordenado de vigilancia sanitaria vegetal; 3) melhoria da capacidade da Australia
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em responder a introdugdes de novos fitopatdgenos; 4) aumento da capacitacdo em
biosseguranga na Australia; 5) criagdo de uma rede nacionalmente integrada de
diagndstico fitossanitario; 6) melhoria dos sistemas nacionais de manejo de pragas
estabelecidas; 7) estabelecimento de uma abordagem nacional integrada para
educacdo e conscientizagdo em biosseguranga; 8) desenvolvimento de um
arcabougo nacional para a pesquisa em biosseguranca; 9) adogédo de sistemas e
mecanismos para divulgacao eficiente e efetiva das informag¢des de biosseguranga;
e 10) monitoramento da integridade do sistema de biosseguranca.

No plano da regulagéao da validagdo de métodos analiticos, a Australia possui a
NATA - National Association of Testing Authorities, cuja principal fungao € garantir
que os laboratorios associados utilizem adequadamente padrdes internacionais e
padrdes australianos a fim de fornecer ao governo, industria e sociedade resultados
mais confiaveis de suas anadlises, calibra¢cdes, medigdes e fiscalizagbes (NATA,
2013a).

As diretrizes elaboradas pela NATA para estudos de validagao e verificagao de
desempenho de métodos € a “Technical Note 17 - Guidelines for the validation and
verification of quantitative and qualitative test methods” (NATA, 2013c). Trata-se de
um documento orientativo de carater geral que enfatiza a importancia da validagao e
da verificagdo de desempenho como formas de gerar evidéncias objetivas de que os
métodos sdo confiaveis e adequados aos propoésitos pretendidos. Essa nota técnica
também descreve os aspectos que devem ser considerados tanto na validacao
quanto na verificacdo de métodos, podendo ser aplicada em diversos campos de
analises. Esse documento da NATA define que tanto para métodos oficiais quanto
para meétodos que ja tenham sido objeto de validagdo por um estudo colaborativo e
para métodos publicados em literatura cientifica com os respectivos dados de
desempenho, o laboratério precisa apenas verificar o desempenho dos métodos nas
condigdes operacionais do laboratério (analistas, equipamentos, reagentes, etc.) a
fim de fornecer evidéncias objetivas de que os métodos atendem aos requisitos
estabelecidos. Nos estudos de verificacdo, o desempenho dos métodos pode ser
evidenciado pelas seguintes praticas: i) uso de controles negativos para avaliagao
de contaminagdes; ii) uso de controles positivos para demonstragado da exatidao de
medigao; iii) uso de duplicatas para demonstrar a precisdao do método; iv) uso
periodico de padrbes de calibracdo nas bateladas de analises quantitativas; v) uso



69

de cartas-controle; e vi) participagdo em ensaios de proficiéncia com amostras
representativas dos analitos, matrizes e concentragdes analisadas.

O documento orientativo da NATA (2013c) divide os estudos de validagao em
dois tipos basicos: i) validagdo comparativa: geralmente aplicada a métodos
bioanaliticos com o objetivo de demonstrar a equivaléncia de desempenho entre
dois (ou mais) métodos por meio da comparagao de parametros de validagdo. Esse
tipo de validacdo pode ser utilizado na comparagao dos dados gerados por
diferentes técnicas analiticas (ex.: LC-MS-MS x ELISA); e ii) validagao primaria:
geralmente utilizada em situagdes em que a validagdo comparativa ndo é aplicavel,
como por exemplo, em métodos validados intralaboratorialmente, métodos-padrao
que tenham sido modificados de tal forma que os resultados finais possam ser
alterados, métodos-padrao utilizados fora do escopo original, dentre outros. O
objetivo da validacdo primaria € estabelecer os limites operacionais e as
caracteristicas de desempenho de um método alternativo, novo ou
inadequadamente caracterizado. O documento recomenda, ainda, que os estudos
de validagcdo primaria sejam conduzidos com no minimo 07 replicatas por nivel de
concentracao e por tipo de matriz.

No que tange ao desempenho dos métodos, o documento da NATA define os
seguintes parametros: i) linearidade de calibragdo: é avaliagdo da capacidade do
meétodo em emitir respostas diretamente proporcionais a concentracdo de um
determinado analito. E recomendado que sejam utilizados no minimo 06 pontos de
calibragéo, igualmente espacgados, dentro da faixa de concentragdo de interesse e
analisados em duplicata; ii) intervalo de medicdo: € definido como a faixa entre a
maior € a menor concentracées do analito para as quais foi demonstrado que o
método apresenta niveis adequados de precisao, exatidao e linearidade; iii) efeito de
matriz. deve ser avaliado sempre que o analito de interesse estiver contido em
matrizes complexas. A determinacado desse efeito nas respostas de equipamentos
de medicdo pode ser determinada pela comparacdo dos coeficientes angulares
(slopes) das curvas de calibracdo do analito, com e sem a matriz. Se a diferenca
entre esses slopes for menor do que 10%, é possivel desprezar o efeito de matriz;
iii) seletividade: é a capacidade de um método medir exatamente um analito na
presenca de outros interferentes. Os termos seletividade e especificidade costumam

ser confundidos. O termo “especifico”, geralmente, refere-se a um método que
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responde a somente um Unico analito, enquanto que o termo “seletivo” refere-se a
um meétodo que pode identificar um determinado analito mesmo na presenca de
outros de natureza semelhante. Como poucos métodos respondem apenas a um
analito, o uso do termo seletividade é mais apropriado do que o uso do termo
especificidade.

Especificamente para métodos biologicos, a NATA publicou outro documento
orientativo denominado “Biological Testing ISO/IEC 17025 Application Document’
(NATA, 2013b) que apresenta critérios interpretativos e recomendagbes para
aplicacdo dos requisitos técnicos da norma ISO/IEC 17025 em laboratérios que
realizam analises biologicas. No que tange a validagdo, o documento recomenda
que todos os métodos nao-normalizados ou que nao tenham sido validados por
pares (peer reviewed) devam ser validados antes do uso. O documento também
afirma que n&o € possivel estabelecer requisitos minimos ou 6timos que sejam
adequados a todos os tipos de analises biolégicas uma vez que os estudos de
validacdo podem variar conforme o propdsito, escopo e aplicacdo dos métodos. O
documento também divide a validagdo em estudos comparativos e estudos
primarios, recomendando que o relatério final de um estudo ou validagao
comparativa contenha os seguintes dados: a) fundamentagcdo detalhada e razdes
pelas quais esse estudo de validagdo se fez necessario; b) o motivo da escolha
desse método em detrimento de outros; c) declaragdo sobre as implicacbes dos
resultados analiticos, incluindo uma avaliagao de risco; d) descricdo do organismo-
alvo; e) descricdo das matrizes e das caracteristicas que as definem; f) indicagao do
método nao-padronizado (ex.: publicagdo cientifica, instrucbes do fabricante ou
desvio de um método publicado); g) descricdo precisa do método de referéncia; h)
detalhamento das etapas de comparacdo do método (ex.: somente comparacgao,
método qualitativo ou método quantitativo); i) explicagdo sobre a definicdo do tipo e
do numero de amostras utilizadas no estudo; j) declaracédo se foram utilizadas
duplicatas nas analises quantitativas; k) quando realizada, uma especificagdo do
protocolo de inoculagdo, incluindo o nivel de indculo, organismos utilizados e
justificativa; 1) dados brutos e dos controles de qualidade das amostras a fim de
permitir uma revisdo independente das analises e calculos realizados; m) informagéao
da data inicial e final dos testes; n) para ensaios quantitativos, avaliagdo dos

resultados com o teste-t ou outro mais apropriado; o) para ensaios qualitativos,
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avaliacdo das caracteristicas operacionais do método (sensibilidade, especificidade,
falsos-positivos e falsos-negativos); p) discussdo dos resultados baseada nas
analises estatisticas e nos critérios de aceitabilidade pré-definidos; q) conclusbées
dos estudos com base na analise dos dados, discussdo e uma declaragao indicando
se 0s objetivos do estudo foram atingidos e se 0 método € adequado ao uso.

Outro importante paréametro destacado nesse documento da NATA €& a
estimativa da incerteza de medi¢cdo dos ensaios quantitativos. Trata-se de uma
parametro associado ao resultado da medicado que caracteriza a dispersao dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando. Nos ensaios
qualitativos, ndo € necessario estimar essa incerteza, porém é importante que o
laboratério conhega as fontes que podem contribuir para a variabilidade dos
resultados.

Na Nova Zelandia, a agéncia responsavel pelo sistema de biosseguranca do
pais é a Biosecurity New Zealand (BNZ), que é uma divisdo do Ministério da
Industrias Primarias criada para facilitar o comércio internacional dos produtos
neozelandeses, proteger a saude da populacdo, proteger o meio ambiente, flora,
fauna, vida marinha e os recursos da populacdo maori (BNZ, 2013). A partir de
2003, essa agéncia tornou obrigatéria para os laboratérios prestadores de servigo a
implantagdo de sistemas de gestdo da qualidade baseados na norma ISO/IEC
17025. Essa iniciativa resultou na acreditacdo de 04 laboratérios de diagndstico
fitossanitario no periodo compreendido entre 2001 e 2008 (ALEXANDER et al.,
2008). Um desses laboratorios acreditados foi o Plant Health and Environment
Laboratory (PHEL) com o escopo de métodos de detecgao por RT-PCR ou PCR dos
virus Potato spindle tuber viroid, Plum pox virus, Raspberry ringspot virus, Iris yellow
spot virus, Pepino mosaic virus, High plains virus e grupo Carlavirus em plantas e
materiais vegetais (ALEXANDER et al., 2008). Os mesmos autores também
destacaram a dificuldade que o PHEL teve em ampliar o escopo de métodos
acreditados em virtude do tempo e dos recursos necessarios para os estudos de
validacdo. O artigo sugere, ainda, que uma possivel solugdo para essa limitagao
seria 0 orgao de acreditagdo neozelandés (IANZ) passar a aceitar o conceito de
escopo flexivel. Esse tipo de acreditagdo foi obtida para métodos de diagndstico
fitossanitario por gqPCR pelo Food and Environmental Research Agency (FERA) do

Reino Unido (WEEKES, 2007). Esse processo permite ao laboratério adicionar
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ensaios ao escopo acreditado sem anuéncia prévia do o6rgao acreditador. Um
aspecto-chave desse tipo de validacdo € tomada de decisdo para ampliacdo do
€escopo ja que esse processo depende fortemente da experiéncia e competéncia dos
técnicos envolvidos. A figura 06 apresenta a etapas envolvidas nesse processo para
meétodos de qPCR.
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Figura 06: Fluxograma de tomada de decisao de laboratérios com escopos flexiveis de gPCR.
Fonte: WEEKES, 2007.

O 6rgao responsavel pelo processo de acreditagdo na Nova Zelandia é a
agéncia denominada IANZ (International Accreditation New Zealand), que é uma
entidade auténoma ligada a coroa britanica e signataria plena da ILAC (International
Laboratory Accreditation Cooperation) que regula, dentre outras coisas, a validagao
de métodos para fins de acreditagdo de laboratorios. Para a area bioldgica, a IANZ
publicou o documento orientativo denominado “Specific criteria for accreditation:

Biological Testing 1 - Fouth edition” (IANZ, 2011) que define os requisitos
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especificos que os laboratérios precisam atender - além dos estabelecidos pela
ISO/IEC 17025 - para serem acreditados pela IANZ. Como a maioria dos
laboratérios dessa area estao primariamente envolvidos em analises bacteriologicas,

esse documento orientativo tende a ser mais adequado a esse tipo de laboratorio.

3.3 - REGULACAO DE VALIDAGAO DE METODOS DE DIAGNOSTICO NA UNIAO
EUROPEIA

A agéncia responsavel pela defesa sanitaria vegetal na Unido Europeia é a
EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization), que € uma
organizagéao intergovernamental que coordena a protegéo de plantas na Europa e na
regido do Mediterraneo. Fundada em 1951 com apenas 15 membros, hoje conta
com mais de 50 paises-membros (EPPO, 2013). Dentre os objetivos da EPPO
destacam-se: i) a protecdo vegetal na agricultura, florestas e meio ambiente nao
cultivado; ii) o desenvolvimento de estratégias contra a introducdo e disseminagéo
de pragas (incluindo plantas invasoras) que possam ameagar plantas nativas e
cultivadas em ecossistemas agricolas e naturais; iii) 0 estimulo a harmonizacao de
regulamentos fitossanitarios e de outras areas de acao da defesa sanitaria vegetal
oficial; iv) a promogao do uso de métodos modernos, seguros e efetivos de controle
de pragas; v) a disponibilizagdo da documentacdo necessaria para o servico de
protecao de plantas. Convém ressaltar que a Unido Europeia é a unica federacao de
paises no mundo que elaborou diretrizes que incluem recomendagdes especificas
para validacdo de métodos de diagndstico fitossanitario.

Em 2007, a EPPO estabeleceu alguns requisitos basicos a serem atendidos
por laboratorios de diagndstico fitossanitario dos paises membros que desejassem
implantar sistemas de gestdo da qualidade baseados na norma ISO/IEC 17025
(EPPO, 2007). Dentre os varios requisitos apresentados, o documento estabelece
que laboratérios de diagndstico fitossanitario devem utilizar, preferencialmente,
métodos publicados como padrdes internacionais, regionais e nacionais ou, quando
esses nao existirem, métodos desenvolvidos ou adaptados pelos préprios
laboratérios. No caso de uso de métodos padronizados, os laboratdrios devem
assegurar que estdo utilizando as suas versdes mais recentes. Sempre que
necessario, os métodos devem ser complementados com informacdes adicionais

que garantam a sua correta execucao. Os laboratérios também devem verificar se
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podem executar corretamente os métodos escolhidos, repetindo essa verificagao
sempre que houver mudancas nesses métodos. Outro aspecto importante
ressaltado € que a garantia da qualidade do resultado analitico deve ser
implementada tanto na execugédo de cada diagndstico quanto no controle geral da
qualidade do laboratorio. Nesse contexto, o uso de controles positivos e negativos
deve ser o nivel minimo de controle de qualidade. Adicionalmente, a EPPO
recomenda a utilizagao diversos tipos de controles intralaboratoriais, tais como:
materiais de referéncia, amostras artificialmente contaminadas, replicatas de
amostras, comparacao de resultados de diferentes analistas para a mesma amostra,
comparacao de diferentes métodos para diferentes caracteristicas do fitopatdégeno,
re-teste de amostras, participagédo em ensaios interlaboratoriais e o uso de amostras
cegas misturadas a amostras de rotina.

Em 2010, a EPPO publicou um segundo documento orientativo (EPPO, 2010)
em que sao fornecidos esclarecimentos importantes sobre o processo de validagao
de métodos de diagndstico fitossanitario. Esse documento reforca a importancia da
adequacao do método ao uso em analises de rotina e que os laboratérios devem
adotar critérios minimos de desempenho, tais como: sensibilidade, especificidade,
repetibilidade, reprodutibilidade e, onde couber, seletividade. Quando n&o houver
dados de desempenho, o laboratério devera produzir os dados faltantes ou justificar
porque nao consegue produzi-los. Se os dados estiverem disponiveis, os
laboratérios devem confrontar os seus resultados contra esses dados para avaliagao
do seu desempenho. A figura 07 contém um fluxograma geral do processo de
validagao proposto pela EPPO.

No documento orientativo publicado em 2010, dentre outras coisas, a EPPO
define os requisitos para validacdo métodos de diagndstico vegetal baseados em

PCR e gPCR de acordo com cada grupo de fitopatégenos.
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CAPITULO 4

PROPOSTA DE REQUISITOS BASICOS PARA VALIDAGAO DE METODOS DE DIAGNOSTICO
FITOSSANITARIO POR PCR EM TEMPO-REAL A SEREM UTILIZADOS POR LABORATORIOS
OFICIAIS E CREDENCIADOS DO MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO - MAPA

1.0 - INTRODUGAO

Na sua funcao de érgéo regulador e responsavel pela garantia da fitossanidade
da agricultura brasileira, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) precisa exigir que seus laboratorios oficiais e credenciados utilizem métodos
de diagndstico fitossanitario com o mais alto padrao de qualidade possivel. Por esse
motivo, o MAPA realiza auditorias periddicas nesses laboratorios a fim de verificar o
cumprimento de normas oficiais, a qualidade de seus sistemas de gestdo de
qualidade e a confiabilidade dos resultados oficiais emitidos.

Além de ser um requisito técnico exigido em acreditagées baseadas na norma
ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005 “Requisitos gerais para a competéncia de
laboratérios de ensaio e calibragao” (ABNT, 2005b), a validagdo € uma garantia de
que o método de ensaio validado ou verificado é exato, reprodutivel e adequado a
faixa especifica em que um analito sera analisado. De acordo com a norma ISO
9000 (ABNT, 2005a), a validagdo e a verificagdo sao comprovagdes, pelo
fornecimento de evidéncias objetivas de que os requisitos para uma aplicacéo ou
uso especifico pretendido sdo atendidos.

Normas técnicas, documentos orientativos, varios tipos de guias e diversas
outras publicagcdes sobre validacdo de métodos analiticos tém sido revisadas e
divulgadas, mas desencontros ou equivocos entre definicbes, usos indicados e
outros detalhes que trazem dificuldades de interpretacdo e emprego tém sido
notados (GONCALVES; ALVES; MARTINS, 2011).

A acreditacdo de métodos pode trazer inumeros beneficios aos laboratérios
interessados. Dentre os mais importantes podem ser destacados: o maior acesso a
mercados internacionais; menores gastos com reanalises e custos operacionais em

virtude da realizagdo de analises mais acuradas; demonstragdo mais objetiva da
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qualidade técnica do laboratério na eventualidade de uma ac&o judicial, dentre
outros (IANZ, 2013).

Tendo em vista a importancia da validagdo no contexto da acreditagcéo, alguns
setores especificos do MAPA desenvolveram referéncias normativas para esclarecer
e disseminar conceitos tecnicamente consistentes para orientar os laboratérios, de
forma clara e didatica, sobre como realizar um estudo de validagao passo a passo e
implantar procedimentos de garantia de qualidade de resultados, de modo a permitir
uma avaliagao objetiva de seu proprio desempenho e de seus métodos de ensaio.
Esses documentos do MAPA ja foram comentados anteriormente no capitulo 3
dessa dissertagdo (BRASIL, 2011a; BRASIL, 2011b).

Contudo, para a area de diagnostico fitossanitario, 0 MAPA ainda nao elaborou
um guia especifico para a validacdo de métodos de gPCR, razédo pela qual é
possivel que essa proposta de requisitos basicos de validagdo possa preencher
essa lacuna e atender a uma antiga demanda de laboratorios oficiais e
credenciados. Essa regulamentagao contribuiria para uma avaliagdo mais objetiva
dos processos de validacao e de verificacdo de desempenho dos métodos utilizados
por laboratorios de diagnostico fitossanitario.

Cada etapa de um diagnéstico por PCR pode ser tratada isoladamente, porém
€ recomendavel que seja aplicada uma abordagem integrada considerando trés
aspectos: o desenvolvimento e a validacdo de métodos especificos para cada tipo
de amostra, a implantagdo de um sistema interno de gestdo da qualidade e a
participagdo em programas externos de garantia da qualidade, tais como: ensaios de
proficiéncia e comparagdes interlaboratoriais, conforme exemplificado na figura 08
(HOORFAR; WOLFFS; RADSTROM, 2004).
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Figura 08: Abordagem integrada para o desenvolvimento de diagndsticos por PCR
Fonte: HOORFAR; WOLFFS; RADSTROM, 2004.

2.0 - PROPOSTA DE REQUISITOS BASICOS PARA VALIDAGAO METODOS DE DIAGNOSTICO
FITOSSANITARO POR PCR EM TEMPO-REAL

Introducgao:

Essa proposta de requisitos basicos de validagao tem por objetivo estabelecer
os parametros de desempenho e os requisitos minimos de aceitagao que devem ser
atendidos para que um determinado procedimento analitico de diagndstico
fitossanitario por PCR ou PCR em tempo-real seja considerado validado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA. Sua concepgao tem
como base recomendagdes técnicas da Organizagao Internacional para
Padronizacédo (ISO), do Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO), da
Organizagdo Europeia e Mediterranea de Defesa Sanitaria Vegetal (EPPO), da
Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos EUA (FDA), da Rede Europeia de
Laboratérios de Organismos Geneticamente Modificados (ENGL) e da Acreditagcéo

Internacional da Nova Zelandia (IANZ).

Escopo:
Essa proposta de requisitos basicos aplica-se a validagdo de diagnosticos

moleculares por PCR e PCR em tempo-real (qQPCR) utilizados na deteccdo e
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identificacédo de fitobactérias, fitovirus, fitoplasmas, viréides e fungos fitopatogénicos
em amostras ambientais (solo, planta, ar e agua) no ambito de atuagédo do Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA.

Selegcao dos métodos de diagnéstico:

Os laboratérios devem utilizar, preferencialmente, métodos normalizados
(padrbes internacionais, regionais e nacionais validados por meio de estudos
colaborativos), protocolos publicados em literatura cientifca ou métodos
desenvolvidos ou adaptados internamente pelos préprios laboratérios. No caso de
uso de métodos normalizados, os laboratorios devem assegurar que estéo utilizando
as suas versdes mais recentes.

Sempre que necessario, os métodos devem ser complementados com

informagdes adicionais que garantam a sua correta execugao.

Tipos de validagcao métodos:

Validagao interlaboratorial:

Consiste na avaliacdo das caracteristicas operacionais do método por meio de
um ensaio interlaboratorial, com um numero minimo e pré-definido de laboratérios
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Trata-se de um estudo complexo,
dispendioso e nem sempre pratico ou necessario (BERNARDES; SOUZA, 2011).
Como consequéncia, procedimentos de validagao intralaboratoriais (single-
laboratory ou in-house validation) tém sido considerados apropriados quando se
deseja avaliar parametros de desempenho de um método antes de formalizar a
participacdo em processos interlaboratoriais, os quais envolvem um alto custo
(SOUZA, 2007).

Validagao intralaboratorial:
Consiste na comprovacdo de que o laboratério tem condicbes de operar

métodos normalizados antes da implantagcéo dos ensaios (ABNT, 2005).
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Validacao de métodos de diagnéstico fitossanitario por PCR:
Diagnéstico de fitobactérias:

Os seguintes parametros de desempenho devem ser avaliados nos métodos
de diagndstico fitossanitario a serem implantados pelo laboratério:
a) Sensibilidade: analisar pelo menos 3 séries de extratos fortificados de amostras
com concentragdo de 10 a 10° células do organismo-alvo por mL. Isso deve ser
feito, preferencialmente, por meio da adi¢cado de diluicdes seriadas das suspensdes
da bactéria-alvo nos extratos das amostras. Deve-se encontrar a menor densidade
de bactérias que gera um resultado positivo no método. Se apds a realizagcdo das 3
séries ainda nao forem obtidos resultados positivos, séries adicionais devem ser
preparadas e testadas. A sensibilidade analitica esta relacionada a um conjunto
especifico de parametros que devem estar previamente definidos e padronizados,

como por exemplo, a marca dos reagentes e as condigdes de amplificagdo da PCR,;

b) Especificidade: analisar diferentes cepas das bactérias-alvo a fim de abranger
diversidades genéticas, diferentes origens geograficas e hospedeiros, bem como
grupos de bactérias nao-alvo, preferencialmente, associadas ao material de origem
das amostras. Utilizar suspensdes de bactérias de culturas puras na concentragao
aproximada de 10° células por mL. Adicionalmente, os resultados das analises
podem ser verificados por comparagdes in silico nas bibliotecas genbmicas

existentes das sequéncias dos primers e sondas utilizados;

c) Seletividade: determinar a insensibilidade relativa do método a variagbes do
material das amostras, como por exemplo, aplicando 0 mesmo método em

diferentes cultivares da mesma planta hospedeira;

d) Repetibilidade: analisar 8 replicatas de extratos fortificados das amostras
contendo niveis médios e baixos de contaminacdo. Para deteccdo de infeccbes
latentes, a repetibilidade deve ser validada no limite da sensibilidade analitica. Essa
avaliagdo fornecera informagdes sobre o nivel de incerteza dos resultados de

analise;
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d) Reprodutibilidade: repetir os mesmos procedimentos realizados na avaliagao da
repetibilidade do método, porém, com diferentes analistas (se possivel), em dias e

equipamentos diferentes, quando isso for relevante.

Diagnéstico de fungos fitopatogénicos:

Os seguintes parametros de desempenho devem ser avaliados nos métodos

de diagnostico fitossanitario a serem implantados pelo laboratério:

a) Sensibilidade: determinar a quantidade minima da espécie-alvo (ex.: numero de
conidios ou peso do material infectado) da qual se pode obter uma quantidade
detectavel do DNA-alvo. Realizar 3 experimentos com 8 séries de diluicéo,
preferencialmente, com o DNA da planta hospedeira. Se apds essas 3 séries ainda
nao forem obtidos resultados consistentes, séries adicionais devem ser preparadas

e testadas;

b) Especificidade: fazer uma triagem, pelo menos uma vez, com uma série
organismos nao-alvos relevantes (ex.: fungos filogeneticamente proximos) que
podem estar presentes nas amostras ou nos seus extratos. Adicionalmente, os
resultados das analises podem ser verificados por comparagdes in silico das

sequéncias dos primers e sondas utilizados nas bibliotecas genémicas existentes;

c) Seletividade: determinar a insensibilidade relativa do método a variagbes do
material das amostras, como por exemplo, aplicando 0 mesmo método em

diferentes cultivares da mesma planta hospedeira;

d) Repetibilidade: analisar 8 replicatas de extratos fortificados das amostras
contendo niveis médios e baixos de contaminacdo. Para deteccao de infeccoes
latentes, a repetibilidade deve ser validada no limite da sensibilidade analitica. Essa
avaliacao fornecera informagdes sobre o nivel de incerteza dos resultados de

analise;
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d) Reprodutibilidade: repetir os mesmos procedimentos realizados na avaliagao da
repetibilidade do método, porém, com diferentes analistas (se possivel), em dias e

equipamentos diferentes, quando isso for relevante.

Diagnéstico de fitovirus, fitoplasmas e virdides:

Os seguintes parametros de desempenho devem ser avaliados nos métodos

de diagndstico fitossanitario a serem implantados pelo laboratério:

a) Sensibilidade: considerando que as concentragdes de virus, virdides e
fitoplasmas nunca séo conhecidas, deve-se determinar a maxima diluicao detectavel
de RNA ou DNA. Convém destacar que essa sensibilidade determinada nao é
absoluta e, sim, relativa. Realizar pelo menos 3 experimentos com 8 diluicdes em
série. Se nesses experimentos ainda nado forem obtidos resultados consistentes,

séries adicionais devem ser preparadas e testadas;

b) Especificidade: fazer uma triagem, pelo menos uma vez, com uma série
organismos nao-alvos relevantes que podem estar presentes nas amostras ou nos
seus extratos. Adicionalmente, os resultados das analises podem ser verificados por
comparagdes in silico das sequéncias dos primers e sondas utilizados nas

bibliotecas gendmicas existentes;

c) Seletividade: determinar a influéncia da matriz por meio da adigdo de amostras

positivas em seivas de plantas hospedeiras de cultivares diferentes;

d) Repetibilidade: utilizar uma amostra para cada uma dos niveis de contaminagao

(baixo e médio), com no minimo 2 subamostras, utilizando de 3 a 8 replicatas;

d) Reprodutibilidade: repetir os mesmos procedimentos realizados na avaliagéo da
repetibilidade do método, porém, com diferentes analistas (se possivel), em dias e

equipamentos diferentes, quando isso for relevante.
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CONCLUSOES GERAIS

A exigéncia do MAPA para que seus laboratorios oficiais e credenciados
implantassem sistemas de gestdo da qualidade (Instrucdo Normativa n°
24/2001) baseados na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 (Instrugao
Normativa n° 1/2007) e que o escopo de interesse do MAPA fosseacreditado
pelo INMETRO (Instrugbes Normativas n° 34/2011, 40/2011 e 57/2013)
estimulou laboratdrios oficiais e credenciados a investir mais na implantagao
ou no aperfeicoamento de seus sistemas de gestdo da qualidade a fim de
evitar a perda de seu credenciamento junto ao MAPA,;

A validacdo de métodos representa um dos requisitos técnicos da norma
ISO/IEC 17025 mais dificeis de serem implantados em laboratérios de
diagndstico fitossanitario em virtude das diversas limitagoes existentes nesse
tipo de analise, como por exemplo, a dificuldade de se obter controles
positivos de pragas quarentenarias A1 (ainda ausentes do pais), a caréncia
de protocolos de validagdo adequados para a diagnose de fitopatégenos e o
numero reduzido de ensaios de proficiéncia especificos para fitopatégenos.
Nesse sentido, caberia ao MAPA viabilizar a importacdo biossegura de
material genético (RNA e DNA) de pragas quarentenarias A1 para utilizagao
como controles positivos nos laboratérios oficiais e credenciados; internalizar
protocolos e métodos normalizados de diagnostico fitossanitario por PCR em
tempo-real e organizar ensaios de proficiéncia de fitopatdégenos-chave a fim
de permitir ao laboratérios participantes avaliar a qualidade e a confiabilidade
dos diagnésticos moleculares emitidos;

A utilizacdo de métodos moleculares baseados em PCR para realizagado de
diagnosticos fitossanitarios pode levar a resultados incorretos, caso esses
métodos ndo tenham sido adequadamente validados ou verificados antes de
sua implantagao nos laboratérios;

O uso da PCR em tempo-real (QPCR) para a realizagdo de diagnosticos
fitossanitarios possibilita o0 aumento do grau de automacgao e a reducao do
tempo de analise. No entanto, a presenca de inibidores da reagcdo de PCR

nos extratos do DNA das amostras pode piorar o limite de deteccédo e a
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precisdo da quantificagdo de DNA dos métodos. Em razado disso, o processo
de extragcao de DNA também precisa ser adequadamente validado;

Varios protocolos e kits comerciais foram desenvolvidos para a extragao de
DNA de diferentes tipos de matrizes (plantas, fungos, bactérias, virus, etc.) a
fim de eliminar ou reduzir os impactos da inibicdo da PCR;

O uso da gPCR na realizagdo de diagnosticos fitossanitarios reduz a
possibilidade de contaminag¢des cruzadas por amplicons carreados de
reagcdes anteriores porque a qPCR é totalmente realizada dentro de
microtubos fechados;

A falta de harmonizagdo nas diversas publicagcdes cientificas envolvendo
gPCR prejudicam a execugéao dos protocolos e reprodugao de resultados;

A publicacao das “Informac¢des Minimas Para Publicagao de Experimentos de
PCR em Tempo-Real’(MIQE, em inglés) teve por objetivo garantir a
relevancia, veracidade, repetibilidade e correta interpretacdo desse tipo de
experimento;

Dentre as informagdes minimas recomendadas pelo MIQE estdo a
padronizagcdo de siglas (QPCR e RT-qgPCR) e dos termos utilizados nas
descrigbes dos experimentos (Cq, sondas de hidrdlise, sondas de
hibridizagao, etc.);

A pesquisa aqui efetuada revelou que apenas os EUA e a EPPO publicaram
recomendacgdes especificas para validacdo de métodos de diagndstico
baseados em PCR sendo que apenas a EPPOpublicou requisitos basicos
para a realizacado de diagnosticos fitossanitarios;

Os principais parametros de desempenho para métodos de diagndstico
fitossanitarios por PCR recomendados pela EPPO sao: sensibilidade,
especificidade, seletividade, repetibilidade e reprodutibilidade.

A adocao no Brasil destes procedimentos e padrdes internacionais colocaria o
pais em par de igualdade com as nag¢des mais desenvolvidas quanto as
praticas de andlise para quarentena fitossanitaria  contribuindo
significativamente para a defesa fitossanitaria do pais e para a colocagao dos
produtos agricolas do Brasil nos mercados internacionais favorecendo o
progresso e expansao do agronegaocio brasileiro e o futuro e sustentabilidade
da atividade agricola.
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ANEXOS

ANEXO 1: Termos e defini¢gbes utilizados na validagd o de métodos

Adequacao ao uso pretendido: € o grau com o qual o resultado de um
procedimento de medicdo permite ao usuario tomar uma decisdo técnica e
administrativamentecorreta para um dado propdsito (THOMPSON; WOOD, 1995;
IUPAC, 1997).

Aplicabilidade: ver definicao de escopo.

Atividade de exonuclease 5°-3’: habilidade de uma enzima (ex.: polimerase) de

clivar moléculas hibridizadas de acido nucleico na diregcao 5’-3’.

Ciclo de transposicao de limite (Cq): € ciclo a partir do qual o sinal de
fluorescéncia ultrapassa a linha de base do equipamento de PCR em tempo-real ou

algum outro limite pré-estabelecido (ISO, 2011).

Comparacgao interlaboratorial: € aorganizacao, realizacdo e avaliagao de ensaios
ou medigbes de um mesmoitem ou itens similares por dois ou mais laboratoérios de

acordo comcondi¢des predeterminadas (ISO, 2005).

Condicao de repetitividade: € a condicdo de medigdo constituida pelo mesmo
procedimento de medicdo, mesmos operadores, mesmo sistema de medicao,
mesmas condi¢bes de operagdo, mesmo local e com medicdes repetidas para o

mesmo objeto ou objetos similares durante um curto periodo de tempo.

Condicao de reprodutibilidade: € a condicdo de medigédo constituida pelo mesmo
procedimento de medicdo, diferentes operadores, diferentes locais, diferentes
sistemas de medicdo e medi¢cdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos

similares.

Controle interno de qualidade: € o conjunto de agbes executadas pelo laboratério
para assegurar que os resultados produzidos estdo adequados a finalidade
proposta. Na pratica, a adequagao ao proposito € determinada por uma comparagao
entre a exatidao obtida no laboratorio, em um tempo determinado e com o nivel de

exatiddo requerido. Inclui, portanto, procedimentos praticos de rotina que
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possibilitam ao analista aceitar um resultado ou grupos de resultados como

adequados ao proposito ou rejeitar resultados e repetir analises.

Controle de qualidade: € o conjunto de atividades do sistema de gestdo da
qualidade focado em demonstrar que os requisitos de qualidade sdo atendidos. E
constituido pelo conjunto de atividades planejadas para monitorar, verificar e
controlar a qualidade dos resultados analiticos, tais como: a analise de amostra
branca, de amostra de controle, de material de referéncia certificado, elaboracao de
cartas de controle e participagdo em avaliagdes externas de qualidade, como

ensaios interlaboratoriais colaborativos e de proficiéncia.

Dark quencher: é uma molécula receptora que ndo emite energia dentro da faixa
espectral detectada pelo sistema de deteccdo do equipamento de PCR em tempo-
real (ISO, 2011).

Ensaio de proficiéncia: € a determinagcdo do desempenho de um laboratério de
medicdo ou de ensaio por meio de comparagées (ensaios ou estudos)
interlaboratoriais (ISO, 2005). Também pode ser considerada a avaliagdo do
desempenho de um participante sob critérios preestabelecidos por comparagdes

(ensaios ou estudos) interlaboratoriais (ISO, 2010).

Ensaio interlaboratorial: estudo em que diversos laboratérios medem uma
grandeza em uma ou mais porc¢des idénticas de um material estavel e homogéneo,
em condigbes documentadas, cujos resultados sdo compilados em um uUnico
relatorio (DANZER, 2007).

Ensaio ou estudo colaborativo: Determinacdo do desempenho de um
procedimento de medicdo ou de um ensaio mediante comparacdes (ensaios ou

estudos) interlaboratoriais.

Erro aleatério: € ocomponente do erro de medicdo que, em medicdes repetidas,

varia de maneira imprevisivel (INMETRO, 2012).

Erro de medigao: é a diferenca entre o valor medido de uma grandeza e um valor
de referéncia (INMETRO, 2012).

Erro sistematico: € o componente do erro de medi¢cao que, em medi¢des repetidas,
permanece constante ou varia de maneira previsivel (INMETRO, 2012).
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Escopo ou aplicabilidade: corresponde aos analitos, matrizes e concentragdes

para os quais o procedimento analitico pode ser usado satisfatoriamente.

Especificidade: nas reacbes de qPCR,refere-se a capacidade da reagcdo em
detectar a sequéncia-alvo correta mesmo na presenca de outras nao-especificas
presentes nas amostras. A especificidade diagnostica é a percentagem de
individuos sem um determinada condigdo que a analise identifica como negativos
para essa tal condigao (BUSTIN et al., 2009).

Exatidao: € o grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro de
um mensurando (INMETRO, 2012). Também pode ser entendida como o grau de
concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito. Nas
reacoes de PCR, refere-se a diferenca entre a concentracdo de DNA medida e a
concentracdo real, expressas como mudangas no ritmo de amplificacdo ou no

numero estimado de cépias.

Faixa de linearidade / faixa linear / faixa dinamica linear: é a faixa de
concentragcédo na qual a resposta instrumental € linear com a concentragéo do analito
(DANZER, 2007).

Faixa de trabalho / faixa de medicao / faixa validada: é o conjunto de valores de
um mensurando para os quais os erros do procedimento medicdo analitica estao
dentro de limites especificados (adaptado de EURACHEM, 1998; IUPAC, 1997).
Também pode ser entendida como o intervalo entre as concentragdes inferior e
superior do analito na amostra dentro da qual foi determinado que o procedimento

analitico é adequado ao uso pretendido (adaptado de DANZER, 2007).

Fluorescéncia residual: é o nivel intrinseco de fluorescéncia resultante dos

reagentes e consumiveis utilizados (1ISO, 2011).

Incerteza de medigao: parametro nao negativo que caracteriza a dispersao dos
valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacdes utilizadas
(INMETRO, 2012).

Limite de Deteccdo (LD): € a menor concentragcdo do analito que pode ser
confiavelmente detectada por um método de medigdo (EURACHEM, 1998).

Limite de Quantificagdao (LQ): € a menor concentragdo que pode ser determinada
com veracidade e precisao de repetitividade aceitaveis (EURACHEM, 1998).
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Material de Referéncia (MR): & omaterial, suficientemente homogéneo e estavel em
relagdo a propriedades especificas, preparado para se adequar a uma utilizacdo
pretendida numa medi¢do ou num exame de propriedades qualitativas (INMETRO,
2012).

Material de Referéncia Certificado (MRC): é o material de referéncia
acompanhado de documentagao emitida por uma entidade reconhecida, que fornece
um ou mais valores de propriedades especificadas com as incertezas e as

rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos validos (INMETRO, 2012).

Matriz branca ou amostra branca: matriz isenta da substancia a ser analisada ou
cujo nivel de concentracao seja suficientemente baixo de modo a nao interferir nos

resultados de medigéo.

Método analitico: sequéncia logica de operagdes, descritas genericamente e
resumidamente, usadas na execugado de uma analise quimica de um dado analito ou
um conjunto de analitos em uma matriz, usando determinada técnica analitica
(DANZER, 2007).

Método ou procedimento normalizado: € o procedimento analitico desenvolvido,
validado e aprovado em ensaios interlaboratoriais colaborativos por um organismo

de normalizagéo.

Método ou procedimento oficial: € o procedimento analitico desenvolvido,
validado e aprovado em ensaios interlaboratoriais, por organismo de normalizacao
ou outras organizagdes, devidamente homologado pelo o6rgédo legalmente

competente.

Molecular beacon: é uma sonda fluorescente composta de trés partes diferentes:
uma central que complementar a sequencia-alvo do acido nucleico mais uma porgao
5 e uma por¢cao 3’'que sao complementares entre si. As moléculas reporter e
quencher ficam ligadas e separadas em extremidades diferentes da sonda (ISO,
2011).

Nivel de deteccao de fluorescéncia da linha de base: é o ponto a partir do qual a
reacao de PCR atinge uma intensidade de fluorescéncia maior do que o nivel de
ruido do equipamento de PCR em tempo-real (ISO, 2011).
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PCR em tempo-real (QPCR): procedimento enzimatico que combina a amplificagéo
in vitro de segmentos especificos de DNA por um processo de desnaturacgéo,
anelamento de iniciadores especificos e sintese de DNA com a detecgdao de

produtos de PCR especificos durante o processo de amplificagao (ISO, 2011).
PCR: reagdo em cadeia da polimerase.

Precisao de medigado: € o grau de concordancia entre indicagdes ou valores
medidos, obtidos por medi¢des repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares,
sob condi¢des especificadas (INMETRO, 2012).

Procedimento analitico: € o conjunto de operacdes, descritas especificamente e
detalhadamente, usadas na execug¢ao da analise de um analito particular ou de um

conjunto de analitos, de acordo com um dado método analitico (DANZER, 2007).
Produto de PCR: é o DNA amplificado por uma reacado de PCR.

Quencher: molécula fluorescente que funciona como receptora de energia que

funciona como atenuadora do sinal de fluorescéncia do reporter (1ISO, 2011).

Referéncia passiva: sdao moléculas fluorescentes presentes no mix da reacéo

utilizadas para normalizar o sinal (ISO, 2011).

Repetibilidade de medi¢ao ou repetibilidade (r): é a precisdo de medigao sob um
conjunto de condigdes de repetitividade (INMETRO, 2012). As condigbes de
repetitividade sdo aquelas em que todos os fatores que podem alterar o resultado da
medi¢cdo sao mantidos constantes ou controlados, ou seja, mesmo procedimento de
medicdo, mesmo analista, mesmas temperatura, pressdo e umidade ambientes,
mesmo laboratério, mesmos fornecedores e lotes de reagentes, com replicatas de
medicao realizadas em curto periodo de tempo. Nas reacdes de gPCR, pode ser

expressa como o desvio-padrao da variancia do Cq (BUSTIN et al., 2009).

Reporter: molécula fluorescente utilizada para detectar a ligacdo de sondas
especificas pela excitagdo eletromagnética de um comprimento de onda definido
(ISO, 2011).

Reprodutibilidade de medicao ou reprodutibilidade (R): é a precisdo de medigao
sob um conjunto de condigbes de reprodutibilidade (INMETRO, 2012). As condigbes
de reprodutibilidade sao aquelas em que todos os fatores que podem alterar o
resultado da medigao s&o variados na maior extensédo possivel que se pode ter na
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rotina. As replicatas de medigao sao feitas em dias diferentes, em intervalo de tempo
abrangente, em laboratérios, instrumentos e analistas diferentes, entre outros. Nas
reagcoes de qPCR, pode ser expressa como desvio-padrao ou coeficiente de
variagdo das concentracbées ou do numero de copias (BUSTIN et al., 2009). O
valores de Cq obtidos em diferentes corridas sofrem variagdes inerentes ao

processo, razédo pela qual a variagao entre corridas nao deveria ser reportada.

Robustez: é apropriedade de um procedimento analitico que indica sua
insensibilidade a mudancgas de condi¢des operacionais conhecidas sobre o resultado
do procedimento e, portanto, sua adequacédo a seu propésito de uso (DANZER,
2007).

Seletividade: é a propriedade de um sistema de medicdo, utilizado com um
procedimento de medi¢cdo especificado, segundo a qual o sistema fornece valores
medidos para um ou varios mensurandos, tal que os valores de cada mensurando
sejam independentes uns dos outros, ou de outras grandezas associadas ao

fendémeno, corpo ou substéncia em estudo (INMETRO, 2012).

Sensibilidade: é o quociente entre a variacdo de uma indicagdo de um sistema de
medi¢cdo e a variagao correspondente do valor da grandeza medida (INMETRO,
2012). Segundo BUSTIN (2009), para analises de PCR, a sensibilidade analitica
refere-se ao numero minimo de cépias de DNA em uma amostra que podem ser
medidas com exatiddo em uma analise. Tipicamente, a sensibilidade é expressa
pelo limite de detecgéo (LD). O menor LD tedrico possivel € de 3 cépias por PCR,
assumindo uma distribuicdo de Poisson, uma chance de 95% de incluir ao menos 1
copia na PCR e deteccao de copia simples;
Sonda de hidrélise: €& uma sonda fluorescente acrescida de duas moléculas
fluorescentes que sao espacialmente separadas pela atividade de exonuclease 5’-3’

da enzima polimerase durante o processo de amplificagao de DNA (ISO, 2011).

Sonda fluorescente: € umasequéncia definida deoligonucleotideo ou analogo

acrescida de uma ou mais moléculas fluorescentes (ISO, 2011).

Sonda para deteccao de uma sequéncia de acido nucleico para controle
interno de reagao: € uma sonda desenhada com um reporter utilizado para

confirmar o desempenho da amplificagdo de DNA (ISO, 2011).
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Sonda para detecgao de uma sequéncia especifica de DNA de patégeno: é uma
sonda com uma sequéncia complementar do DNA de um patégeno cujo reporter
emite um sinal com um comprimento de onda definido que pode ser detectado pelo

sistema de detecgao 6tica do equipamento de PCR em tempo-real (1ISO, 2011).

Tendéncia: é a estimativa de um erro sistematico (INMETRO, 2012). Também pode
ser entendida como a diferengca entre uma média de um numero suficiente de
resultados de medicdo em condicbes de repetitividade e o valor verdadeiro
convencional estabelecido por um padrédo, material de referéncia ou material de
referéncia certificado. A tendéncia é uma medida da veracidade, quanto maior a

tendéncia menor é a veracidade do resultado da medigéo.

Transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET): é a
transferéncia de energia de uma molécula doadora para uma molécula receptora,
em funcdo de sua proximidade, resultando em um aumento de fluorescéncia da
molécula receptora apds a excitagao com radiagao eletromagnética de comprimento
de onda definido (ISO, 2011).

Validagao: verificagdo na qual os requisitos especificados sao adequados para um
uso pretendido (INMETRO, 2012);

Veracidade: é o grau de concordancia entre a media de um numero infinito de

valores medidos repetidos e um valor de referéncia (INMETRO, 2012).

Verificagao: é o fornecimento de evidéncia objetiva de que um dado item atende a
requisitos especificados (INMETRO, 2012).
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ANEXO 2: Exemplo de verificacdo de desempenho de mé todo normalizado de
diagnostico fitossanitario por PCR em tempo-real em conformidade com a proposta
formulada na dissertacao.

Titulo:
Verificagdode desempenho de método paradeteccéo e identificacdo por PCR

em tempo-real do fungo Guignardia citricarpa em Citrus spp.

Escopo:
Detecgao e identificacdo por PCR em tempo-real do fungo Guignardia citricarpa

em micélios ou lesdes suspeitas em frutos de citros.

Selegao do método de diagnéstico:

O método normalizadoa ser verificado éum padrao internacional estabelecido
pela EPPO - European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO,
2009), baseado no protocolo desenvolvido por Gent-Pelzer et al. (2007) para
deteccao do fungo Guignardia citricarpa em citros.

O protocolo baseia-se na amplificagdo de sequéncias de DNA da regido ITS
(internal transcribed spacer) do genoma de Guignardia citricarpaproduzindo
amplicons com 69 pares de bases, que sdo detectados por termocicladores de PCR
em tempo-real através da emissdo de fluorescéncia produzida por sondas de

hidrolise (Tagman®) presentes nos amplicons.

Procedimentos para o preparo de amostras de citros:
Micélio:

= Coletar possiveis picnidios de Guignardia citricarpaencontrados em lesdes de
ramos e folhas de citros e inocula-los em meio CHA (Cherry Decoction
Agar)ou meio OA (Oatmeal Agar) (ATLAS, 2010) por 7 a 14 dias;

» Retirar pedagos de1 cm de didmetro de micélio com agar (agarplugs) das
placas de petri;

» Cortar os pedacos de micélio em partes menores e coloca-los em microtubos
de 1,5 mL contendo 125 uyL de solugdo-tampao de extracdo de DNA
contendo:PBS 0,02 M; Tween T25 0,05%; polivinilpirolidona 2%; albumina de
soro bovina 0,2%;
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Efetuar uma trituragdo mecanica dos pedagos de micélio e centrifugar por 5
segundos a 16100 x g;

Retirar 75 pL do sobrenadante para a extracido de DNA.

Lesoes:

Coletar um pedaco de casca contendo a lesdo suspostamente provocada
porGuignardia citricarpanos frutos de citros, retirando o maximo possivel do
mesocarpo (“branco da casca”) que envolve a lesao;

Cortar os pedacgos de lesdo em partes menores e coloca-los em microtubos
de 1,5 mL contendo 125 pL de solugédo-tampédo de extracdo de DNA
contendo: PBS 0,02 M; Tween T25 0,05%; polivinilpirolidona 2%; albumina de
soro bovina 0,2%;

Efetuar uma trituragcdo mecanica dos pedagos de lesdo e centrifugar por 5
segundos a 16100 x g;

Retirar 75 pL do sobrenadante para a extracido de DNA.

Extracao de DNA:

O DNA pode ser extraido utilizando-se kits comerciais tais como: o Gentra
Puregene® Tissue Kit (QIAGEN, 2014) ouo QuickPick® SML Plant DNA
(BIONOBILE, 2014).

Procedimentos para verificagao do método:

Os seguintes parametros de desempenho deverao ser verificados:

Extragcao de DNA:

Quantidade de DNA:Verificar se a quantidade de DNA total extraidosera
suficiente para a realizagdo da qPCR. Essa verificacdo é realizada por meio
demedicdo espectrofotométrica da absorbancia UV do extrato nos
comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm. Se a concentragao
determinada for menor do que 20 ng.ul”", deve-se repetir a extracéo, pois ndo
havera DNA suficiente para a realizagdo da qPCR,;

Proteinas:Verificar se o extrato de DNA contém proteinas que podem inibir a
gPCR. Essa verificacdo é efetuada por meio do calculo darelagaodas
absorbancias UVnos comprimentos de onda 260nm:280nm. Se a relagao for

maior do que 1,8, pode-se considerar que o extrato esta livre de proteinas;
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Polifendis e carboidratos:Verificar se o extrato de DNA contém polifendis e
carboidratos que podem inibir a gPCR. Essa verificagao é realizada por meio
da relacdo das absorbanciasnos comprimentos de onda 260nm:230nm. Se a
relagao for maior do que 2,0, pode-se considerar que o extrato esta livre de

polifendis e de carboidratos.

Sensibilidade do método:

Determinar opeso minimo de micélio ou o peso minimo da amostra de lesao

dos frutos da qual se pode obter uma quantidade detectavel do DNA-alvo;

Realizar 3 experimentos com 8 séries de diluigdo (107, 10°,10°,10%,10 10"
210" e 10)com o micélio e o DNA da planta hospedeira. Se apds essas 3
séries ainda nao forem obtidos resultados consistentes, séries adicionais

devem ser preparadas e testadas;

Especificidade do método:

Testar o método a ser verificado com outros fungos que também costumam
ocorrer em citros (Guignardia mangiferae, Guignardia bidwellii, Phyllosticta
citriasiana, Phytophthora citrophthora, P. nicotianaevar. parasitica, Fusarium
spp. Corticium salmonicolor, etc.) para verificar se ocorrem areacgdes
cruzadas da sonda e dos primers utilizados na detecgdo de Guignardia

citricarpa;

Se o método detectar qualquer outro fungo, é sinal de que nao é especifico
para Guignardia citricarpa e, portanto, ndo deve ser utilizado para esse

proposito.

Seletividade do método:

Testar o método a ser verificado com diferentes variedades ou espécies de
citros (Citrus reticulata, Citrus medica e Citrus maxima) para determinar a

insensibilidade relativa do método a variacbes do material das amostras;
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= Casonéo seja possivel detectar Guignardia citricarpa em outras variedades ou
especies de citros, deve-se utiliza-lo apenas naquelas em que os resultado foi
satisfatorio.

Repetibilidade do método:
» Analisar 8 replicatas de extratos fortificados (artificialmente contaminados)

das amostras contendo niveis médio e baixo de contaminacgao;

» Para deteccdo de infecgbes latentes, a repetibilidade deve ser validada no
limite da sensibilidade analitica (menor concentragdo capaz de ser detectada
pelo método). Essa avaliacdo fornecera informacdes sobre o nivel de

incerteza dos resultados de analise.

Reprodutibilidade do método:
» Repetir os mesmos procedimentos realizados na avaliagao da repetibilidade
do método, porém, com diferentes analistas (se possivel), em dias e

equipamentos diferentes, se houver no laboratério.
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ANEXO 3: Links para acesso a legislagdo e asnormasdo MAPA  citadas no texto.

Decreto n° 5.351, de 21 de janeiro de 2005.Aprova a estrutura regimental e o quadro
demonstrativo dos cargos em comissao e das fung¢des gratificadas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e da outras

providéncias. (http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/ ato2004-2006/2005/Decreto/D5351.htm);

Decreto n° 7.127, de 4 de margo de 2010: Aprova a estrutura regimental e o quadro
demonstrativo dos cargos em comissao e das fung¢des gratificadas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e da outras

providéncias. (http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/ Ato2007-2010/2010/Decreto/D7127.htm);

Instrugdo Normativa n°24, de 07 de junho de 2001: Aprova as Normas Gerais de
Credenciamento e Reconhecimento de Laboratérios da Area Animal e

Vegetal. (http:/sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo

=INM&numeroAto=00000024&seqAto=000&valorAno=2001&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desltem=&desltemFim
=#),

Instrucdo Normativa n° 51, de 27 de junho de 2003: Altera a redagdo de alguns
artigos da Instrucdo Normativa n° 24, de 7 de junho de

2001 . (nttp://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=IN

M&numeroAto=00000051&seqAto=000&valorAno=2003&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desltem=&desltemFim=#)

Instrugdo Normativa n° 9, de 17 de margo de 2005: Atribui ao Departamento de
Sanidade Vegetal (DSV) as responsabilidades e fungdes inerentes a Organizagéo
Nacional de Protecao Fitossanitaria - ONPF do

Brasil. (http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=IN

M&numeroAto=00000009&seqAto=000&valorAno=2005&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desltem=&desltemFim=
#);

Instrugdo Normativa n° 36, de 10 de novembro de 2006: Aprova o Manual de
Procedimentos Operacionais da Vigilancia Agropecuaria

Internacional. (hitp://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvor



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-2006/2005/Decreto/D5351.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2007-2010/2010/Decreto/D7127.htm
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000024&seqAto=000&valorAno=2001&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000024&seqAto=000&valorAno=2001&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000024&seqAto=000&valorAno=2001&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000051&seqAto=000&valorAno=2003&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000051&seqAto=000&valorAno=2003&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000051&seqAto=000&valorAno=2003&orgao=SDA/MAA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000009&seqAto=000&valorAno=2005&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000009&seqAto=000&valorAno=2005&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000009&seqAto=000&valorAno=2005&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000009&seqAto=000&valorAno=2005&orgao=SDA/MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000036&seqAto=000&valorAno=2006&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000036&seqAto=000&valorAno=2006&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
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e&tipo=INM&numeroAto=00000036&seqAto=000&valorAno=2006&orgao=MAPA&codTipo=&desltem=&desltem
Fim=#);

Instrugdo Normativa n°1, de 16 de janeiro de 2007: Estabelece critérios para o
credenciamento, reconhecimento, extensdo de escopo e monitoramento de
laboratorios no MAPA de forma a integrarem a Rede Nacional de Laboratérios
Agropecuarios do  Sistema Unificado de  Atengdo a Sanidade

Agropecuaria. (http:/sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvor

e&tipo=INM&numeroAto=00000001&segAto=000&valorAno=2007 &orgao=MAPA&codTipo=&desltem=&desltem
Fim=#);

Portaria n° 428, de 9 de junho de 2010: Aprova o Regimento Interno das

Superintendéncias Federais de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

(http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=POR&num

eroAto=000004288seqAto=0008&valorAno=20108orgao=MAPA&codTipo=&desltem=&desltemFim=#);

Instrugdo Normativa n° 34, de 14 de julho de 2011: Acrescenta ao Anexo da
Instrucdo Normativa n°® 1, de 16 de janeiro de 2007, o inciso XVI no art. 7° e os

artigos 33, 34 e 35, as seguintes redacgdes.

(http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&num
eroAto=00000034&segAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desltem=&desltemFim=#);

Instrucdo Normativa n° 40, de 30 de agosto de 2011: Altera a redagdo do art. 36 ao
Anexo da Instrugdco Normatva n° 1, de 16 de janeiro de

2007 .(nttp://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=IN

M&numeroAto=00000040&segAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desltem=&desltemFim=#);

Instrugdo Normativa n°® 57, de 11 de dezembro de 2013: Estabelece os critérios e
requisitos para o credenciamento e monitoramento de laboratérios pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -

MAPA . (http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=I

NM&numeroAto=00000057&seqAto=000&valorAno=2013&orgao=MAPA&codTipo=&desltem=&desltemFim=#).



http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000001&seqAto=000&valorAno=2007&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000001&seqAto=000&valorAno=2007&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000001&seqAto=000&valorAno=2007&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=POR&numeroAto=00000428&seqAto=000&valorAno=2010&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=POR&numeroAto=00000428&seqAto=000&valorAno=2010&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000034&seqAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000034&seqAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000034&seqAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000040&seqAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000040&seqAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=detalharAtosArvore&tipo=INM&numeroAto=00000040&seqAto=000&valorAno=2011&orgao=MAPA&codTipo=&desItem=&desItemFim=
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