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Resumo

Objetivo: este estudo propoe o desenho e a validagdo in silico de primers para PCR quantitativo multiplex, visando a detec¢do rapida de genes de resisténcia.
Métodos: as sequéncias de genes de resisténcia foram obtidas do NCBI e alinhadas no ClustalW para identificar regides conservadas. Os primers e probes
foram desenhados no OligoArchitect™ Online e avaliados pelo OligoAnalyzer da IDT para evitar estruturas secundarias. Resultados: os genes blaSHV e
ermA foram selecionados como alvos, com GAPDH como controle interno. Os primers e probes apresentaram variagdes estruturais, com diferengas em Tm e
AG. Algumas sequéncias, como ermA-F e ermA-R, mostraram valores préximos ao limite inferior de GC, enquanto blaSHV-R apresentou multiplas formagdes
em hairpin. A andlise de multiplexacdo revelou interagdes cruzadas, com AG variando de -0,2 a -7,2 kcal/mol, indicando estabilidade variavel. Conclusao:
os primers e probes projetados apresentaram bons indices de GC, Tm e energia livre de Gibbs, sugerindo potencial para diagndstico molecular. No entanto,
testes experimentais sdo necessarios para confirmar sua eficacia em qPCR multiplex.
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Abstract

Objective: this study proposes the in silico design and validation of primers for multiplex quantitative PCR, aiming at rapidly detecting resistance genes.
Methods: resistance gene sequences were obtained from NCBI and aligned using ClustalW to identify conserved regions. Primers and probes were
designed with OligoArchitect™ Online and evaluated using IDT’s OligoAnalyzer to prevent secondary structures. Results: the blaSHV and ermA genes
were selected as targets, with GAPDH as an internal control. Primers and probes showed structural variations, with differences in Tm and AG. Some
sequences, such as ermA-F and ermA-R, had GC values near the lower limit, while blaSHV-R exhibited multiple hairpin formations. The multiplexing analysis
revealed cross-interactions, with AG values ranging from -0.2 to -7.2 kcal/mol, indicating variable stability. Conclusion: the designed primers and probes
exhibited appropriate GC content, Tm, and Gibbs free energy values, suggesting potential for molecular diagnosis. However, experimental tests are required
to confirm their effectiveness in multiplex qPCR.
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INTRODUGAO

A resisténcia bacteriana adquirida aos antibidticos representa
um problema sério e significativo nos hospitais. Estudos
recentes indicam que um dos principais grupos de risco para
o desenvolvimento de pneumonia sdo os pacientes em UTI.
Atualmente, os fatores mais importantes envolvidos nas
infecgdes hospitalares sdo o uso excessivo de antimicrobianos
nos hospitais; a falha de muitos profissionais de saude em
adotar medidas basicas de controle de infec¢Ges hospitalares,
como a higienizagdo das maos; por ultimo, é representado por
pacientes hospitalizados que possuem um sistema imunoldgico
significativamente comprometido. Assim, para que a diminuicdo
no numero de casos de pneumonia seja mantida, é essencial
a prescricdo e a utilizacdo adequada da antibioticoterapia,
visando a reduc¢do nos casos de multirresisténcia?3,

A pneumonia é resultado de um processo complexo em que o
sistema respiratorio inferior é invadido por um microrganismo

causador de infec¢do. Essa condicdo pode ser contraida
tanto na comunidade quanto no ambiente hospitalar, e a
transmissao pode ocorrer por meio da aspiragdo ou inala¢do de
agentes patogénicos. Quando ndo é adequadamente tratada,
a pneumonia pode progredir para um estado mais sério,
aumentando o risco de mortalidade para o paciente®.

A pneumonia pode ser identificada como Pneumonia Adquirida
na Comunidade (PAC), Pneumonia Adquirida em Hospital
(PAH) e a Pneumonia Adquirida em Ambiente Hospitalar
por Ventilagdo Mecanica (PAV). Assim, a PAC é uma infec¢do
aguda do parénquima pulmonar, que se desenvolveu fora do
ambiente hospitalar, ou que se apresenta em até 48 horas apds
a internac¢do. A PAH, que é o tipo mais grave, distingue-se por
ser diagnosticada, pelo menos, 48 horas apds a hospitalizacdo.
Estima-se que até 1,1% dos pacientes internados a desenvolve
e, apesar da baixa incidéncia, apresenta mortalidade de até
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50%, particularmente quando vinculada a microrganismos
multirresistentes’. PAV, por sua vez, é a principal causa de morte
em pacientes em estado critico devido a natureza invasiva dos
procedimentos de ventilagdo mecanica, e é definida como uma
inflamagdo do parénquima pulmonar ocasionada por agentes
infecciosos ndo presentes ou em incubagdo no momento
do inicio da ventilagdo mecanica (VM). Difere de a PAH por
seu desenvolvimento ocorrer apds 48 horas da realizagdo da
intubagdo orotraqueal. Também, é subdividida em PAV precoce,
quando se manifesta até 4 dias apds o procedimento, e PAV
tardia, quando se manifesta 5 dias apds o procedimento®>.

A colonizagdo bacteriana no trato respiratério é notadamente

causada por bactérias como Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa, todas

frequentemente isoladas em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI). Além destas, a Klebsiella pneumoniae esta relacionada
a infeccdo em ambiente hospitalar via método de respiragao
mecanica. Entre os principais encontrados em UTI estdo os
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, como Acinetobacter
spp e P. aeruginosa. Estes microrganismos podem persistir em
ambientes hospitalares por longos periodos devido a sua baixa
demanda nutricional e a presenca de fatores de viruléncia®.

Em casos de pneumonia bacteriana, os antibidticos sdo
frequentemente prescritos como a terapia principal. Embora
a penicilina tenha sido amplamente empregada no tratamento
de pneumonias adquiridas na comunidade, a resisténcia
bacteriana a este medicamento tem exigido a incorporagdo
de novos antibidticos para complementar os protocolos
terapéuticos existentes®.

E compreendido que microrganismos que sdo resistentes a trés
ou mais classes de antimicrobianos testados sdo classificados
como multirresistentes ou resistentes as multiplas drogas
(MDR)7. Isso torna as infecgdes mais dificeis de serem tratadas
e aumenta o risco de propagacdo de patdgenos, levando a
maior mortalidade®®.

Nos ultimos dez anos, houve um significativo avango no
diagndstico microbioldgico de patdgenos respiratorios através
do desenvolvimento e implementagdo de testes de diagndstico
molecular para pneumonia. Esses testes moleculares auxiliam a
identificacdo de agentes patogénicos especificos, na distingdo
entre infecgdes bacterianas e virais e fornecem dados sobre
padrdes de suscetibilidade aos antibidticos. Além disso, ajudam
a monitorizagdo da resposta a terapia antibidtica, na avaliagdo
do progndstico, na gestdao antimicrobiana e disponibilizam
dados para a vigilancia da doenga®.

De acordo com tudo o que foi exposto, o objetivo deste trabalho
é realizar o desenho e validagao in silico de primers para o
desenvolvimento de diagndstico em qPCR no formato multiplex
para genes de resisténcia de interesse em pneumonias. Dessa
forma, ajudando na escolha assertiva e rapida do conjunto de
antibidticos que podem ser utilizados para o tratamento da
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enfermidade.
METODOS

Com base nos genes associados a resisténcia antimicrobiana e
nos microrganismos selecionados durante o estudo, foi realizada
uma busca no National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pelas sequéncias
de interesse. O alinhamento multiplo e a identificagdo das
regides conservadas e mais promissoras para o desenho dos
primers foram realizados utilizando o programa MEGA11 com a
ferramenta do ClustalW*,

O desenho dos sistemas dos primers (foward e reverse) das
sondas foi realizado com a ferramenta Dual-labeled Probe
— Multiplexing da OligoArchitect™ Online (http://www.
oligoarchitect.com/ShowToolServlet?TYPE=DPROBE) utilizando
os parametros de default do programa, como comprimento do
primer entre 18 e 24 pares de base (pb), conteudo de GC entre
30 e 80%, tamanho do amplicon entre 75 e 200 pb, temperatura
de melting (Tm) entre 50 e 60 °C. Além disso, ao final dessa
anadlise, obtiveram-se as informacgdes referentes a estrutura dos
primers e das sondas, posi¢cdo do anelamento dentro dos genes
de interesse, tamanho das sequéncias (b), porcentagem do
conteudo CG (%), valores de temperatura de melting (oC), e os
valores de variagdo da energia livre de Gibbs (kcal.mol-1) para
a ocorréncia de estruturas em self-dimer, hairpin e cross dimer.

Paralelamente, foi realizada outra andlise mais detalhada
para o parametro de hairpin na plataforma Integrated DNA
Technologies (IDT) (https://www.idtdna.com/page) utilizando a
ferramenta PrimerQuest Tool do OligoAnalyzer.

RESULTADOS

A partir de buscas utilizando artigos cientificos, foram
identificadas as principais bactérias associadas a doengas
respiratdrias, com foco especifico nas pneumonias. Neste
contexto, foram delineados os principais genes de resisténcia
antimicrobiana relacionados a essa enfermidade, resultando
nos genes blaSHV e ermA. Além disso, foi selecionado o gene
GAPDH, um gene housekeeping, para servir de controle interno
da reagado, pois sua expressao é mantida de forma constante no
organismo humano.

Utilizando as sequéncias de referéncia (RefSeq) disponiveis no
banco de dados do NCBI, as sequéncias de nucleotideos mais
adequadas foram selecionadas no formato FASTA, visando a
posterior realizagdo do alinhamento. Optou-se por priorizar
sequéncias que apresentassem similaridade no comprimento
dos pares de bases. Assim, foram selecionadas oito sequéncias
associadas ao gene blaSHV com o numero de identificagdo de:
NG_050001.1; NG_050128.1; NG_050126.1; NG_049995.1;
NG_050085.1; NG_050127.1; NG_148673.1; NG_066766.1;
cinco sequéncias relacionadas aos genes ermA: OR876252.1;
KT803896.1;, MF095625.1; MG778115.1; LC146992.1.; e
cinco sequéncias para o gene GAPDH: NM_001256799.3;
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NM_002046.7; BC083511.1; BC023632.2; BC013310.2.

Com a utiliza¢do do programa MEGA 11, todas as sequéncias foram alinhadas por gene,
separadamente, sendo padronizadas pelo método ClustalW. Em seguida, foram realizadas
buscas pela regido mais conservada. Apds a identificagdo da sequéncia mais conservada,
esta foi empregada como referéncia para o desenho dos primers.

Utilizando o programa OligoArchitect™ Online, foram realizados os desenhos das
representacdes dos primers foward, reverse e da sequéncia probe. Ao final dessa andlise,
obtiveram-se as informacgGes referentes a estrutura dos primers e sondas, posicao do
anelamento dentro dos genes de interesse, tamanho das sequéncias (b), porcentagem
do conteudo CG (%), valores de temperatura de melting (oC), os valores de variagdo da
energia livre de Gibbs (kcal.mol-1) para a ocorréncia de estruturas em self-dimer, hairpin
e cross dimer (tabela 1).

Os primers do gene blaSVH foward e reverse foram sintetizados para anelarem nas
posicdes 364 e 487, respectivamente, enquanto a sequéncia da probe ficou em
uma posi¢do intermedidria a partir da base 390; os primers foram sintetizados com
tamanho, contetddo CG, Tm e energia livre de Gibbs (AG) para self dimer com valores
muito semelhantes entre si. A probe, pelo contrario, apresentou valores superiores
aos primers, com excec¢ao do valor de AG para self dimer que foi inferior. Ao avaliar os
dados sobre o gene ermA e GAPDH, pode-se perceber que ha um padrdo caracteristico
similar, no qual os dados entre os primers foward e reverse sdao muito similares, e os
valores da probe s3o superiores. Algumas exce¢des importantes de serem destacadas
é o conteudo GC das sequéncias de ermA-F e ermA-R com valores de 35% que é
muito proximo do valor limite inferior de default do programa, o tamanho do ermA-P
que apresentou um tamanho de 27 bases e o AG para self dimer do GAPDH-F que
apresentou um valor bem mais baixo do que o seu par.

Tabela 1. Dados referentes ao desenho das sequéncias nucleotidicas dos primers foward (F), reverse (R) e probe (P) para os genes blaSHV, ermA e GAPDH.

Gene Tipo  Sequéncia Posi¢do (pb) Tamanho (b) Contetido GC (%) Tm (oC) Seg((l:)ailrrlr:gl(iii (::al:r:::)l(eAE;
blaSHV F 5'-GCGAAAGATCCACTATC-3' 364 18 50 61,4 -2,1 -1,8
R 5'-GCTGTTATCGCTCATGGTA-3' 487 19 47,4 63,5 -2,4 0
P 5'-ATCTGGTGGACTCGCCG-3' 390 20 60 68,7 0 0
ermA F 5'-TGGGTTTACTATTAATGCTG-3' 347 20 35 58,7 -3 0
R 5'-GTCCTTCTTTGAAATCAATG-3' 483 20 35 58,7 -2,1 -0,8
P 5'-ACAATCAATACAGACTCTACACTTGGC-3' 446 27 40,7 68 -0,9 -0,9
GAPDH F 5'-GGAAGCTTGTCATCAATG-3' 371 18 44,4 59,9 -5,5 -0,8
R 5'-CCCCACTTGATTTTGGAG-3' 440 18 50 61,8 -1,6 -1,6
P 5'-ATCACCATCTTCCAGGAGCGAG-3' 397 22 54,5 69,1 -1,4 0

Paralelamente, para obter informagdes mais detalhadas sobre as possiveis interagdes
estruturais em hairpin e suas caracteristicas, foi utilizada a ferramenta PrimerQuest Tool do
OligoAnalyzer (Tabela 2). Nessa analise, o software avalia as diferentes formas estruturais
possiveis em hairpin que essas sequéncias podem apresentar. Por isso, alguns primers
como o blaSHV-R apresentam seis resultados diferentes, pois sdo as possiveis formatagdes
que essa estrutura pode apresentar.

Os dados de AG para hairpin obtidos na tabela 2 corroboram os dados da tabela 1, em
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que o primer blaSHV-F apresenta a estrutura com valores mais negativos -2,15 kcal.
mole-1 seguido pelo GAPDH-R com valores de -1,16 kcal.mole-1. Os valores de entalpia
(AH) e entropia (AS) de todas as sequéncias sdo valores bastante negativos. Enquanto
os valores de Tm variam bastante, com estruturas com uma Tm de 0,8 oC até 46,5
oC. Vale ressaltar que sequéncias com maiores valores de Tm, também, foram as que
apresentam os menores de valores de AG, no caso blaSHV-F e GAPDH-R com 46,5 e 40

oC, respectivamente.
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Tabela 2. Dados referentes a analise de hairpin realizados na plataforma OligoAnalyzer utilizando o PrimerQuest Tool. A coluna
estrutura indica os diferentes tipos de conformacgGes estruturais que as sequéncias desenhadas podem obter. A coluna se refere
as sequéncias foward (F), reverse (R) e probe (P); Tm = temperatura de melting, AG = Energia Livre de Gibbs, AH = entalpia e AS =

entropia.
Gene Tipo Estrutura  AG (kcal.mole-1) Tm (°C)  AH (kcal.mole- AS (cal.k-1.mole-1)
1)
blaSHV F 1 -2,15 46,5 -31,9 -99,79
R 1 0,44 17,9 -18,1 -62,2
R 2 0,8 8,9 -14 -49,64
R 3 0,84 9,5 -15,4 -54,48
R 4 0,94 16,4 -31,7 -109,48
R 5 1,28 0,8 -14,5 -52,92
R 6 1,4 2,2 -16,9 -61,38
P 1 -0,47 30,1 -28,3 -93,34
P 2 -0,35 29,9 -21,3 -70,28
P 3 -0,18 27,7 -19,8 -65,82
P 4 -0,06 25,8 -22,2 -74,26
P 5 0,29 19,2 -14,8 -50,62
ermA F 1 -0,01 25,1 -22,6 -75,77
F 2 0,83 7,3 -131 -46,71
F 3 0,94 7,5 -15,1 -53,8
R 1 -0,39 30,8 -20,4 -67,12
P 1 -0,28 31,7 -12,7 -41,66
P 2 -0,01 25,1 -43,3 -145,2
P 3 0,16 23,4 -29,4 -99,15
P 4 0,23 22,5 -27,1 -91,67
P 5 0,66 13,2 -16,1 -56,23
GAPDH F 1 -0,37 29,6 -24,4 -80,6
F 2 0,23 21,2 -17,5 -59,46
F 3 0,32 20,3 -20,3 -69,17
F 4 0,39 19,7 -21,2 -72,4
R 1 -1,16 40 -24,2 -77,29
P 1 -0,83 38,4 -19,2 -61,63

No software OligoArchitect™ Online ainda foi realizada a
multiplexacdo entre todos as sequéncias, gerando diversas
combinacgdes e resultando em multiplos cruzamentos entre as
os primers foward, reverse e as probes. Além disso, foi avaliada
a energia livre de Gibbs (AG) para avaliar possiveis dimerizacGes
cruzadas, ou seja, a probabilidade de dimerizacdo entre as
diferentes sequéncias (tabela 3).

Avaliando os dados da tabela 3, pode-se observar que ha
uma grande variedade de resultados entre as interacdes das
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sequéncias desenhadas neste trabalho. Desde valores muito
préximo de zero, como a interagdo entre ermA-F e ermA-R com
-0,2 kcal.mole-1 até o par GAPDH-P e blaSHV-R com -7,2 kcal.
mole-1. E possivel observar que as sequéncias mais envolvidas
em pares com valores mais negativos de AG para o cross dimer,
ou seja, aqueles que mais tém chances de realizar uma ligacdo
cruzada estavel, foram as sequéncias de ermA-R, GAPDH-R e
GAPDH-P com a maioria das suas interagdes ocorrendo com
valores acima de -3 kcal.mole™.
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Tabela 3. Avaliagdo da Energia Livre de Gibbs (AG) na
conformagdo de estrutura de dimerizagdo cruzadas todas as
combinagdes possiveis das sequéncias estudadas de estruturas
foward, reverse e probe dos genes blaSHV, ermA e GAPDH.

Tipo de Analise AG (kcal.mole-1)

GAPDH-P - blaSHV-R -7,2
GAPDH-P - ermA-F -5,8
blaSHV-P - GAPDH-P -5,8
ermA-R - GAPDH-R -5,5
blaSHV-P - blaSHV-F -4,7
ermA-P - GAPDH-R -4,3
blaSHV-F - blaSHV-R -4,3
GAPDH-P - GAPDH-F -4,2
ermA-F - GAPDH-R -3,5
blaSHV-P - GAPDH-R -3,3
blaSHV-P - ermA-R -3,2
blaSHV-F - ermA-R -3,1
GAPDH-F - GAPDH-R -3,1
GAPDH-P blaSHV-F -2,9
GAPDH-P - GAPDH-R -2,9
blaSHV-F - GAPDH-R -2,9
ermA-P - blaSHV-R -2,7
GAPDH-P - ermA-R -2,7
blaSHV-P - ermA-P -2,5
ermA-P - GAPDH-F -2,3
ermA-R - GAPDH-F -2,2
ermA-P - ermA-R -2,1
blaSHV-R - GAPDH-F -1,8
ermA-P - blaSHV-F -1,6
blaSHV-F - ermA-F -1,6
blaSHV-R - GAPDH-R

ermA-P - GAPDH-P -1,6
ermA-P - ermA-F -1,4
blaSHV-F - GAPDH-F -1,4
blaSHV-P - GAPDH-F -1,2
blaSHV-R - ermA-R -0,9
blaSHV-R - ermA-F -0,6
ermA-F - GAPDH-F -0,6
blaSHV-P - blaSHV-R -0,3
ermA-F - ermA-R -0,2

DISCUSSAO

Uma das abordagens para o desenho de primers envolve a
utilizagcdo de programas de bioinformatica como resultado da
integracdo entre ciéncias computacionais e bioldgicas??.

Os estudos que utilizaram PCR quantitativo em formato
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multiplex (mgPCR) tém sido empregados para investigacdes
relacionadas a resisténcia antimicrobiana. Esta técnica viabiliza
a detecg¢do e a quantificagdo simultanea de multiplos alvos
genéticos, apresentando-se como um método agil e eficaz. Para
alcangar sucesso em uma mq PCR, a concepgdo dos primers
desempenha um papel crucial, uma vez que é essencial que
sejam bastante especificos e meticulosamente projetados para
permitir a detecgdo simultanea de multiplos alvos em uma
Unica reagdo®®.

As sequéncias de nucleotideos obtidas sdo importantes para
garantir a especificidade da amplificacdo do DNA durante a
reacdo da cadeia em polimerase (PCR). Quanto a posicdo, indica
o local no gene alvo onde os primers e a probe se ligam. Isso
ajuda a garantir que a amplificagdo seja feita na regido correta
do gene dentro de uma regido conservada e previamente
avaliada por meio do alinhamento multiplo com sequéncias
de referéncia obtidas em bancos de dados. O tamanho (b)
representa o numero de bases (nucleotideos) presentes na
sequéncia do primer ou probe. Segundo Brenda Thornton o
ideal é que o tamanho esteja entre 18-25 nucleotideos para
garantir uma boa especificidade e eficiéncia na reagdo de
PCR. Acerca do contetido GC (%), se refere ao percentual de
guanina (G) e citosina (C) no primer. Segundo John Burpo, a
porcentagem de GC ideal para primers usualmente é de 40%
a 60%. Um conteddo muito baixo ou muito alto pode afetar a
eficiéncia de ligagdo do primer ao DNA®, Essa predominancia
do GC na composigdo da fita se explica pelo fato de que existe
uma ligagdo mais estavel entre esses nucleotideos, através de
trés pontes de hidrogénio, em comparag¢do com as duas pontes
presentes entre AT. Por isso, as ligagdes GC tornam-se mais
dificeis de ser desfeitas do que as ligagGes AT*. Neste trabalho
o contetdo GC foi de no minimo 35% e no maximo de 54,5%.

A temperatura de melting (Tm) indica a temperatura em que
50% das moléculas do primer se desassociam do DNA. Ela
é essencial para ajustar as condi¢des de PCR. A Tm ideal dos
primers deve variar entre 52 e 58 °C16 ou entre 60 e 65 °C10.
Idealmente, primer forward e reverse devem ter Tm similares,
dentro de um intervalo de variagdo entre 1-3°C, para garantir
eficiéncia na PCR, favorecendo uma boa amplificagdo**’.

Os dados de self-dimer referem-se a alteragdes na estrutura dos
primers e probes. O self-dimer esta relacionado com a energia
livre associada a formagdo de dimeros, no qual duas moléculas
com sequéncias nucleotidicas iguais se ligam entre si, ao invés
de ligarem-se ao DNA-alvo. Valores de AG muito negativos
indicam uma maior probabilidade de formagdo de dimeros, o
que é indesejavel, pois ird ocorrer uma competi¢dao entre os
sitios de ligagdo®®.

Ao analisar os dados na tabela 1 a probe para o gene blaSHV,
nota-se que a concentracdao de GC de 60% contribui para
0 aumento da temperatura de melting, que é de 68,7 °C
indicando uma forte ligagdo ao DNA. Essa correlagdo ja foi
relatada na literatura devido a estabilidade das ligagdes de
bases GC'*'°, Comparado aos dados citados anteriormente, em
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relacdo ao gene blaSHV, o primer forward e reverse apresentam
um conteudo GC menor do que a probe, uma Tm com baixa
variagdo entre si e baixa propensdo para formacgdo de dimeros.
Os primers e a probe desenhados para o gene ermA apresentam
conteldo GC mais baixo que todas as outras sequéncias, o que
pode diminuir a estabilidade das interagdes. No entanto, suas
Tm sdo adequadas (58,7°C), e os valores de AG mostram uma
baixa probabilidade de formar dimeros e estruturas em hairpin,
0 que é positivo®®*, O gene GAPDH tem primers com um
conteudo GC intermediario, Tm com valores razoaveis, e baixas
chances de formagdo de dimeros e hairpins, o que sugere bom
desempenho nas reagdes de PCR,

Avaliando coletivamente os resultados da presente na tabela
1, é possivel observar que o valor de Tm das probes dos genes
blaSHV, ermA e GAPDH é muito parecido com a variagdo de
apenas 1,1 oC entre si e, aproximadamente, 5 a 10 oC superior
a Tm dos primers. Essa condi¢do é interessante para garantir
a especificidade e a eficiéncia da reagdo. Os primers precisam
hibridizar ao DNA-alvo antes da extensdo pela DNA polimerase.
Normalmente, a Tm dos primers é projetada para estar em torno
de 55-65°C, garantindo uma ligacdo estdvel durante a etapa de
anelamento. Entretanto, a sonda é projetada para hibridizar
a uma sequéncia dentro da regido amplificada pelos primers.
A Tm da sonda deve ser 5-10°C maior do que a dos primers,
para garantir que ela permaneca ligada ao DNA-alvo durante a
etapa de extensdo. Esse diferencial de Tm ajuda a evitar que a
sonda se desestabilize ou que ocorra emissdo de fluorescéncia
em momentos inadequados, o que poderia comprometer a
especificidade e a sensibilidade da detec¢do. Se a Tm da sonda
for menor que a dos primers, ha o risco de ela se desanexar
antes da detecgdo, reduzindo a eficiéncia da reagdo®?%,

Outra avaliagdo sistémica importante é que o hd uma baixa
variagdo na Tm entre os pares de primers de cada gene alvo. Isso
é importante, pois a reagdo ocorre em uma Unica temperatura
de anelamento. Se as Tm forem muito discrepantes, pode
comprometer a eficiéncia de amplificacdo de alguns alvos,
causando amplificacdo preferencial de outros. Além disso,
diferengas extremas nas Tm podem levar a hibridizagGes
inespecificas, reduzindo a especificidade®?’.

A estrutura em hairpin é relacionada com alteragBes na
estrutura primaria das sequéncias nucleotidicas. Neste caso,
a sequéncia em analise ird formar estrutura em estruturas
secundarias em lago impedindo a fungdo dessa sequéncia de
se ligar do DNA-alvo. Neste trabalho, foi abordada a analise
de hairpin em duas plataformas de anadlises diferentes. Dessa
forma, para esta andlise foram abordados os parametros
Energia Livre de Gibbs (AG) que determinam a espontaneidade
do processo, no qual valores muito negativos indicam que a
formacdo do hairpin é termodinamicamente favoravel, o que
pode interferir na eficiéncia do primer ou probe; a entalpia (AH)
que se refere a energia total liberada ou absorvida na formagdo
do hairpin; e entropia (AS) que representa a mudang¢a na
desordem molecular®®21.27,

Quanto ao gene blaSHV, o primer foward apresenta valores
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mais negativos, mesmo que ainda sejam valores aceitdveis.
No entanto, isso pode indicar maior estabilidade de hairpins,
o0 que pode interferir no anelamento correto a fita molde e
seriam menos desejaveis. As demais estruturas apresentam
valores pouco negativos e até positivos, o que indica a baixa
probabilidade de formagao de hairpins, sendo mais adequadas.
As estruturas nucleotidicas para o gene ermA apresentam
resultados bem favordveis a ndo formacao de hairpin, enquanto
no gene GAPDH o primer reverse também possui valores
consideravelmente mais negativos que as demais sequencias
desenhadas, podendo apresentar um risco moderado para a
sua eficiéncia. No entanto, as demais estruturas apresentam
baixa propensao a formacgao de hairpins. Outro dado relevante
para o blaSHV-F e GAPDH-R é que as Tm dessas estruturas sdo
relativamente mais altas e podem indicar uma estabilidade
moderada dessas estruturas dentro do meio reacional*®%227,

A dimerizagdo cruzada ocorre quando primers diferentes se
ligam entre si, em vez de se ligarem ao DNA alvo, e isso pode
afetar a eficiéncia da amplificacdo. Valores mais negativos de
AG indicam maior estabilidade das estruturas secundarias
formadas por dimerizacdo entre os primers, o que pode
comprometer a rea¢do de PCR, pois os primers podem se
ligar entre si de forma mais estavel. No entanto, valores
ligeiramente negativos (ex: -1,4 kcal/mol) indicam interagdes
fracas e ndo prejudiciais'®?®?°, Nesta andlise, pode-se observar
que sequéncias mais envolvidas em combina¢des que podem
apresentar dimerizagGes cruzadas sdo a de blaSHV-f, GAPDH-R
e GADPH-P. Por outro lado, a maioria das combinag¢des ndo
apresentam interagdes cruzadas fortes ou estdveis. Esses
valores ajudam a avaliar a qualidade do primer em termos de
estabilidade e a evitar interferéncias indesejadas, como dimers,
que podem comprometer a amplificagdo correta do DNA alvo.
Primer com valores muito negativos precisam ser ajustados ou
redesenhados para garantir reagGes mais eficientes!®1%2829,

Avaliando os resultados de uma maneira geral, os programas
de bioinformatica utilizados atenderam bem as necessidades
para o desenho dos primers e probes. No entanto, ndo é
possivel atender a todos os parametros, simultaneamente,
nas suas condicdes otimas. Dessa forma, é importante
destacar as sequéncias blaSHV-F que apresentam o maior
risco de formagdo de hairpin, GAPDH-P com uma grande
quantidade de intera¢des estaveis em liga¢cdes cruzadas com
outras moléculas e, principalmente, a sequéncia de GADPH-R
que apresentou maior propensdo a hairpin e ligagdes do tipo
cross dimer. Por outro lado, a situagdo das sequéncias de
GAPDH sdo menos preocupantes, pois, como se trata de genes
housekeeping de referéncia, é possivel encontrar outros pares
de primers e probes ja descritos na literatura. Dessa forma,
caso, experimentalmente, essas sequéncias de GAPDH falhem,
é possivel avaliar alternativas®.

CONCLUSAO
Foi possivel realizar o desenho e a validagao in silico, utilizando

diferentes ferramentas de bioinformatica, dos primers e probes
para os genes de resisténcia blaSHV (beta-lactamico), ermA
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(macrolideos) e GAPDH (gene housekeeping de referéncia) com
bons indices de conteudo CG, temperatura de melting e energia
livre de Gibbs para alteragBes estruturais como self dimer,
cross dimer e hairpin. No entanto, é interessante a confecgdo
e os testes experimentais com esses primers e probes a fim de

determinar a eficiéncia durante uma rea¢do de mqPCR.
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