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TAVARES, Eliandro Reis. Diferenciacdao entre Cryptococcus gattii e
Cryptococcus neoformans utilizando a regidao do espaco intergénico 1 (IGS1)
do DNA ribossomal por PCR em tempo real. 2012. 48f. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

A incidéncia de infec¢des fungicas oportunistas tem aumentado principalmente entre
pacientes portadores de HIV. A criptococose € uma doenga infecciosa fungica
potencialmente fatal, cosmopolita, que acomete mamiferos domésticos, animais
silvestres e o homem; os sintomas clinicos podem variar de infecgdo pulmonar
assintomatica a doenca disseminada e meningite. A criptococose é causada por
leveduras do género Cryptococcus, sendo C. neoformans e C. gattii as espécies
clinicamente mais importantes. Estas acometem principalmente pacientes
imunossuprimidos, entretanto C. gattii pode causar doenca também em individuos
imunocompetentes. Neste trabalho foi padronizada uma reagcéo de amplificacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real para a identificagado de C. neoformans
e C. gattii tendo como alvo a regido IGS1 (intergenic spacer 1) do rDNA. Sequéncias
correspondentes a regido 1GS1 de C. gatti e C. neoformans foram buscadas no
GenBank e, apds a analise, foi deduzida as sequéncias consensos, utilizadas para a
sintese dos oligonucleotideos iniciadores CnlGS1-F e CnlGS1-R, e CglGS1-F e
CglGS1-R especificos para C. neoformans e C. gattii, respectivamente. As cepas C.
neoformans ATCC 66031 e C. gattii ATCC 56990 foram utilizadas como referéncia
para os ensaios. Inicialmente, o DNA gendémico foi obtido de céluas em fase de
crescimento exponencial, e quantificado por espectrometria a 260/280 nm. A reacao
foi realizada usando 100 ng de DNA como molde, Platinum Quantitative SuperMix-
UDG kit, oligonucleotideos iniciadores; as amostras foram corridas em um
termociclador Rotor Gene 6000. As curvas de dissociagcao (melting curve) foram
geradas em ambas as corridas, entre 60° C e 95° C, com um aumento de 0,5
°/segundo, para observacdo dos picos de dissociacdo. Os resultados mostraram
dois diferentes picos de dissociagcdo: 82,8 °C e 84,2 °C para C. gatti e C.
neoformans, respectivamente. Nao foi observada amplificagdo quando DNA total, de
C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, H. capsulatum, T. rubrum, S. schenckii, P.
brasiliensis ou H. sapiens foi utilizada na PCR. Em conclusédo, a amplificagdo por
PCR em tempo real foi especifica, permitindo a identificacdo de ambos os fungos,
mostrando que a regido IGS1 apresenta polimorfismo, podendo ser usada como um
marcador molecular. Assim, os oligonucleotideos iniciadores desenhados podem ser
utilizados na identificagcado de C. neoformans e C. gattii.

Palavras chave: Cryptococcus neoformans. Cryptococcus gattii. Diferenciagéo.
Espaco intergénico. PCR em tempo real.
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Cryptococcus neoformans utilizando a regidao do espaco intergénico 1 (IGS1)
do DNA ribossomal por PCR em tempo real. 2012. 48f. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The incidence of opportunistic fungal infection has increased specially among the
HIV patients. Cryptococcosis is an infectious fungal disease potentially fatal,
cosmopolitan, affecting domestic mammals, wild animals and humans; the clinical
symptoms range from asymptomatic pulmonary colonization to disseminated disease
and meningitis. Cryptococcosis is caused by yeast of the genus Cryptococcus,
whereas C. neoformans and C. gattii are the clinically most important species. These
affect mainly immunocompromised patients; however C. gattii can also cause
disease in immunocompetent individuals. In this work it was standardized an
amplification by real time polymerase chain reaction (PCR) to identify C. neoformans
and C. gattii, targeting the 1GS1 (intergenic spacer 1) region of the rDNA. Sequences
corresponding to IGS1 region of C. gattii and C. neoformans were retrieved from
GenBank, and, after sequence analyses, it was deducted the consensus sequences
used for the synthesis of CnlGS1-F/R and CgIGS1-F/R primers, specific for C.
neoformans and C. gattii, respectively. The strains C. neoformans ATCC 66301 and
C. gattii ATCC 56990 were used as reference for the assays. Innitially, the genomic
DNAs were obtained from cells in exponential growth phase, and quantify by
spectrometry at 260/280nm. The reactions were performed using 100 ng of DNA as
template, Platinum Quantitative SuperMix-UDG kit, primers, and the samples were
running in the Rotor Gene 6000 thermocycler. The melting curves were generated
from both runs from 60 to 95 °C at 0.5 °C/sec to show the melting peaks. The results
showed the two distinctive melting temperatures: 82.8 °C e 84.2 °C for C. gattii e C.
neoformans, respectively. No amplification were observed when total DNA of C.
albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis, H. capsulatum, T. rubrum, S. schenckii, P.
brasiliensis or H. sapiens was used in PCR. As conclusion, the real time PCR
amplification was specific, allowing the identification of both fungus, showing that the
IGS 1 sequence presents polymorphism and it can be used as molecular target.
Overall, the designed primers can be used in the identification of C. neoformans and
C. gattii.

Keywords: Cryptococcus neoformans. Cryptococcus gattii. Differentiation.
Intergenic spacer. Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infecgbes Fungicas

A incidéncia das infecgdes causadas por fungos tem aumentado muito
nas ultimas décadas e representa um grande desafio para a medicina (Denning
et al.,, 2003). Acredita-se que o numero de casos dessas infec¢cdes tem
aumentado devido a diversos fatores como o uso de substancias terapéuticas e
antineoplasicas, antimicrobianos e medicamentos imunossupressores; e o
aumento do numero de individuos com o sistema imune comprometido, como
pacientes com cancer, AIDS, queimados, transplantados e mesmo individuos
idosos e recém-nascidos (Baddley et al., 2001; Clark e Hajjeh, 2002; Manzoni
et al., 2006; Caston et al., 2007; Hattori et al., 2007).

A infeccéo causada por fungos € uma importante causa de mortalidade e
morbidade em pacientes hospitalizados (Colombo et al., 2006). No ambiente
hospitalar, a presenca de fungos no material utilizado nos pacientes, como
cateteres, sondas, nos aparelhos de ar condicionado e mesmo nas maos do
pessoal do corpo médico, tem sido associada ao aparecimento de surtos de
infecgbes fungicas (Pasqualotto et al., 2005). Aléem do mais, os fungos, como
outros agentes oportunistas, tém uma ampla distribuicdo na natureza, sendo
encontrados no solo, no ar, na agua, dentro das casas, nas plantas, nos
animais e no préprio homem (Taylor et al., 1999).

Embora o conhecimento sobre a patogenicidade dos fungos e os
mecanismos de viruléncia esta sendo gerado, a busca de novas terapias e

métodos de diagndsticos deve ser estimulada, pois as infecgbes fungicas
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invasivas ainda sdo causas significantes de morbidade e mortalidade entre os
pacientes imunossuprimidos. Os pacientes com leucemia mieloide aguda, por
exemplo, apresentam altos indices de infecgbes causadas por microrganismos
como Aspergillus spp. e Candida spp.; além disso, infecgcbes causadas por
zigomicetos, dentre eles, os géneros Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Absidia,
Apophysomyces, Saksenaea, Cunninghamella, Cokeromyces e

Syncephalastrum, também foram descritas (Revisto por Severo et al., 2010).

As dificuldades em um diagnostico preciso e precoce, faz com que se
adote uma terapia com antifungicos de profilaxia universal, resultando no
aumento de custos, toxicidade e o aparecimento de resisténcia a esses

medicamentos (Pagano et al., 2010).

As micoses sistémicas como paracoccidioidomicose, histoplasmose,
coccidiodomicose, zigomicoses, aspergilose e criptococose, dentre outras sao
frequentemente analisadas durante a avaliagdo de uma doencga pulmonar, pois
sdo causas comuns de pneumonia e necessitam de testes especificos para o
seu diagndstico. E importante salientar que a falha na identificagdo dos agentes
etiologicos dessas micoses podem resultar em um desfecho fatal devido a
rapida progressdo da doenga sendo esse o maior desafio dos médicos
atualmente (Wheat, 2009).

A identificagcdo de agentes causadores de infecgbes fungicas é bastante
complexa, devido ao grande numero de espécies responsaveis por infectar
hospedeiros imunocomprometidos (Borman et al., 2008). Esses individuos
apresentam um alto risco de infecgéo por fungos devido a ampla distribuigdo do
patdbgeno no ambiente hospitalar e a diminuicdo da resposta imune celular

observada neles.
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1.1.1 Criptococose

A criptococose € uma doenca fungica potencialmente fatal (Malik et al.,
1997), cosmopolita (Honsho et al., 2003; Reolon et al., 2004) que acomete
mamiferos domésticos, principalmente o gato e o cdo (Malik et al., 1997;
Larsson et al., 2003), animais silvestres e o homem (Pereira e Coutinho, 2003;
Honsho et al., 2003; Taboada, 2004), sendo também conhecida como torulose
ou blastomicose européia. A criptococose €& causada pelos fungos
encapsulados C. gatti e C. neoformans.

Cryptococcus spp. foi primeiramente isolado do ambiente (suco de
péssego) pelo italiano Francesco Sanfelice em 1894, e posteriormente isolado
de uma paciente pelo patologista Busse e pelo médico Buschke. Cryptococcus
spp. tem se tornado uma grande ameaga em pacientes imunodeprimidos; o
Centro para Controle de Doencas estima que ocorra mais de um milhdo de
Novos casos por ano em todo o mundo, causando cerca de 650000 mortes em
pacientes portadores de HIV, tornando a morte por criptococose mais frequente
que aquela causada por tuberculose (Poeta e Casadevall, 2011). Estes
patdbgenos sdo responsaveis por cerda de 1 milhdo de casos de meningite
criptocécica por ano em pacienentes com SIDA. No Brasil, com o aumento do
numero de pacientes portadores de HIV, observou-se um aumento no nimero
de infecgbes causadas por C. neoformans. Segundo o Ministério da Saude —
Coordenacéo Nacional de DST/AIDS, no periodo entre 1980 e 1997, as
infecgdes oportunistas por C. neoformans, associadas a pacientes com HIV,

representou 4,3% (Revisto por Casali et al 2001). Entretanto, estes patégenos
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apresentam, também, como fungo oportunista, explorando outras formas de
imunossupressao, tais como cancer e terapias imunosupressoras (Fernandes
et al., 2000).

A infecgéo por Cryptococcus spp. inicia-se no trato respiratorio causando
um quadro de doencas que vai desde infecgbes assintomaticas a doenca
grave, incluindo pneumonia e infec¢cdo disseminada em varios sitios, como
sistema nervoso central, olhos e pele (Goldman et al., 2010).

C. neoformans tem distribuicdo mundial sendo que C. neoformans var.
grubii € mais amplamente distribuido pelo mundo, sendo responsavel por 95%
das infeccdes (Severo et al., 2009), enquanto C. neoformans var. neoformans
esta presente em areas de clima temperados. C. gattii esta distribuido em
regides tropicais e subtropicais, como Australia, sudoeste da Asia, Africa
Central e areas tropicais e subtropicais das Américas (Severo et al., 2009,
Siachoque, et al. 2010).

Cryptococcus sp. apresenta uma capsula de polissacarideo, sendo
considerada uma caracteristica distintiva que o separa das demais leveduras
de importancia médica (Severo et al., 2009) .O polissacarideo encontrado na
capsula é composto por manose, xilose e acido glicurénico, numa propor¢ao de
7:2:2 (lkeda, 1985). O tamanho da capsula varia de acordo com a cepa e com
as condigbes de cultura, podendo apresentar as forma arredondada ou ovalada
(Casadevall et al., 1998).

A maior parte dos isolados de C. neoformans apresentam um didmetro
da capsula, variando entre 4-10 ym, com algumas atingindo apenas 2-5 pym.
Em algumas células isoladas de tecido, foi observado um diametro de até 80

pm, sendo que, o desenvolvimento de uma capsula gigante em tecido pode
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estar relacionado com a alta tensdo de CO;, nos tecidos e/ou a fatores
nutricionais (Casadevall et al., 1998).

Cryptococcus sp. inicialmente foi classificado em cinco sorotipos
diferentes (A, B, C, D e AD) e em oito genétipos moleculares. A classificacao
em sorotipos esta relacionada com as reacgdes de aglutinagdo dos antigenos
dos polissacarideos capsulares. As linhagens com os sorotipos A, D e AD
pertenciam a espécie C. neoformans var. neoformans enquanto as linhagens B
e C pertenciam a espécie C. neoformans var. gattii. (Ellis e Pfeiffer, 1990;
Severo et al., 2009). Entretanto, evidéncias genéticas, fenotipicas e clinicas
permitiram a separacdo do complexo em 2 especies distintas: C. neoformans e
C. gattii (Kwon-Chung et al., 2002). Dentro da espécie C. neoformans, a
linhagem A foi classificada como C. neoformans var. grubii € a linhagem D
como C. neoformans var. neoformans, classificacdo essa baseada nas
diferencas capsulares e genémicas (Severo et al., 2009).

A presenca de polissacarideo na capsula atua como um fator de
viruléncia, de maneira analoga aquelas de bactérias encapsuladas, tais como
Streptococcus pneumonie, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis.
Outros fatores, também, podem ser citados como associados a viruléncia
desses patdgenos: a presenca da enzima fenoloxidase que sintetiza melanina
e outros pigmentos a partir de precursores fendlicos e da enzima urease,
responsavel pela hidrolise da uréia, e a capacidade de crescimento a 37° C
(Revisto por Casali et al, 2001).

Com relagdo a infecgdo humana, o sorotipo A € o mais frequente no
Brasil, caracterizando-se por apresentar um acentuado dermotropismo. Nos

casos de criptococose sistémica as lesdes cutaneas séo observadas entre 10%
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e 15% dos pacientes. A criptococose cutédnea primaria pode ocorrer de forma
mais rara, como resultado da inoculacao primaria na pele. No entanto, devido a
variagcao dessas lesdes, para o correto diagnostico é necessario considerar a
histéria clinica e exames laboratoriais complementares (Bivanco et al., 2006).

O sistema nervoso central e o trato respiratério sdo os 6rgdos mais
acometidos em infecgbes por C. neoformans e C. gattii. Dentre eles, o pulméao
€ o sitio mais frequente, podendo apresentar desde infec¢cbdes assintomaticas
até pneumonia grave. A infecgdo do sistema nervoso pode causar meningite
aguda, subaguda ou crénica, ou até uma meningoencefalite grave (Severo et
al., 2009). A preferéncia pelo sistema nervoso central, esta relacionada com a
presenca de nutrientes assimilaveis pelo fungo, como tiamina, acido glutamico,
glutamina, carboidratos e minerais, bem como a auséncia de resposta
inflamatoria no tecido cerebral (Severo et al., 1998). As substancias presentes
no cérebro sao utilizadas pelo microrganismo para a sintese da melanina, ou
seja, utilizadas como fonte de carbono; entretanto, o cérebro, também, &
utilizado como um local de sobrevivéncia pelo fungo (Rodrigues et al., 1999)

C. gattii e C. neoformans apresentam diferentes manifesta¢des clinicas.
Essas leveduras podem acometer todos os 6rgaos do corpo, e dependendo do
estado imunoldgico do hospedeiro, podem ocorrer infecgcdes disseminadas em
multiplos sitios (Perfect e Casadevall, 2002). Em infec¢cdes causadas por C.
gattii observa-se uma maior frequéncia de hidrocefalias e lesdes cerebrais
focais (Severo et al 1999; Sorrell, 2001). E observada, também, uma maior
predominancia de criptococomas no pulmdo e no cérebro, a resposta aos
antifungicos é mais lenta, além da ocorréncia de um maior numero de

sequelas, bem como de intervengdes cirurgicas (Sorrell, 2001).
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C. gattii pode, também, acometer pacientes imunocompetentes, uma
caracteristica que esta relacionada com genes que determinam os fatores de
viruléncia espécie. Ensaios moleculares permitiram a divisdo de C. gattii em 4
tipos moleculares filogenéticos diferentes (VGI, VGII, VGIII e VGIV); os tipos
VGI e VGII estao associados com infecgbes em pacientes imunocompetentes,
enquanto que os tipos VGIII e VGIV apresentam perfis epidemioldgicos
similares a C. neoformans, infectando pacientes imunodeprimidos (Revisto por

Byrnes Il et al, 2011).

1.2 Diagnostico de Infec¢des Fungicas

As infecgbes fungicas podem ser causadas por fungos dimoérficos
(Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum), leveduriformes
(Cryptococcus sp.) e filamentosos (Aspergillus sp.). A historia clinico-
epidemioldgica juntamente com exames de imagem leva a um diagnostico
presuntivo. Esses sdo dados importantes, pois indicam o procedimento mais
adequado para um esclarecimento etioldgico (Xavier et al., 2009)

O diagnéstico das infecgdes causadas por fungos deve ser rapido, pois é
fundamental para o tratamento adequado do paciente e tem um impacto
profundo no progndstico da doencga (Caillot et al., 1997). Com o advento das
novas drogas antifungicas, aumentou a perspectiva de controle dessas
infecgdes. Entretanto, a identificagdo do patdégeno € dificil, mas de grande
importancia para o inicio de uma terapia adequada, diminuindo assim a alta

taxa de mortalidade em pacientes imunocomprometidos (Einsele et al., 1997).
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O diagndstico laboratorial de infec¢des fungicas € baseado na detecgéo
do microrganismo por microscopia direta em amostras clinicas, isolamento,
crescimento e identificagdo do patdbgeno em cultura, técnicas essas
consideradas os métodos padréo ouro. No entanto, a obtengdo do material
bioldégico para anélise ainda apresenta dificuldades (Kiedzierska et al., 2007).
Devido a esse fato, outros métodos sem necessidade de cultivo do
microrganismo, como a deteccédo sorolégica ou de marcadores da presenca
dos mesmos, como antigenos ou material genético ou metabdlitos tem sido
desenvolvidos (Marimon et al., 2007).

A observagao direta do fungo € um método rapido e de baixo custo.
Porém, na maioria dos casos nao permite a identificacédo da espécie ou mesmo
do género de fungos que ndo apresentam estruturas morfologicas tipicas,
como Candida albicans e Aspergillus fumigattus (Marimon et al., 2007).

A cultura celular € um importante método de identificacdo de espécies
de fungos, porém, é uma metodologia que requer um corpo técnico altamente
especializado para se fazer a identificacdo. Estudos tém demonstrado que
especies previamente caracterizadas apresentam complexidade genética,
representando diferentes espécies, com observado em isolados de Sporothrix
schenckii que foram identificados como pertencentes as novas espécies S.
brasilienses, S. globosa e S. mexicana (Marimon et al., 2007).

O tempo do diagnéstico também deve ser considerado, uma vez que a
cultura celular pode demorar varias semanas até ter um resultado definitivo, o
que muitas vezes faz com que o clinico inicie o tratamento antes de se ter o

diagnostico laboratorial. E ainda, a cultura apresenta um baixo indice de
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positividade e em alguns casos, os resultados sdo raramente positivos (Hope et
al., 2005).

Os testes histopatoldgicos sdo comumente utilizados para o diagnéstico,
porém a presenca de fungos com caracteristicas morfoldgicas atipicas é
comum, dificultando a identificacdo do agente. Em alguns casos o fungo néo &
observado, mesmo utilizando técnicas de coloragao especificas como Grocott e
acido periédico-Schiff (Loulergue et al., 2007).

Os ensaios sorologicos tém como marcadores os antigenos altamente
imunogénicos, como os componentes das parede celular ou da capsula dos
fungos. Durante o curso da infeccdo sistémica esses antigenos estéo
presentes na corrente sanguinea de forma transitéria onde sao eliminados por
formar imunocomplexos ou serem endocitados pelas células de Kupffer (Yeo e
Wong, 2002).

A deteccdo dos anticorpos traz informag¢des importantes para o
diagnéstico. No entanto, nas infecgbes fungicas invasivas, os testes
imunoldgicos nédo sao frequentemente utilizados por apresentarem baixa
sensibilidade e especificidade devido a presenca dos mesmos nos pacientes
colonizados e nédo infectados. Além disso, nos pacientes imunossuprimidos
ocorre uma baixa resposta imune ao microrganismo levando a uma pequena
quantidade de anticorpos especificos. Entre as limitagbes da técnica sorologica
pode-se destacar a reatividade cruzada entre as espécies, presenca de
anticorpos comuns entre os microrganismos patogénicos e 0os comensais € a
auséncia da padronizagdo dos antigenos e dos métodos utilizados na

quantificagéo dos anticorpos (Yeo e Wong, 2002).
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Um outro ponto que deve ser considerado é que os testes envolvendo
sorologia podem ser influenciados por outros fatores, como as caracteristicas
individuais de cada soro, o isolado do fungo que causou a doenga e a resposta
imune individual contra um isolado especifico que pode carregar diferentes
epitopos antigénicos, e muitos dos resultados obtidos ndo sao reprodutiveis
(Albuquerque et al., 2005).

Varios autores tém descrito técnicas moleculares para a identificacao de
varias espécies de fungos, como Candida spp e Aspergillus spp. Ensaios
baseados no DNA para deteccdo e identificacdo de espécies fungicas
fornecem uma alternativa altamente sensivel e especifica em relagdo aos
métodos convencionais. As técnicas moleculares tém como uma das
vantagens a capacidade de deteccédo da infecgédo fungica, mesmo antes dos
aparecimentos dos primeiros sinais clinicos, e por isso podem facilmente ser
utilizadas no acompanhamento de pacientes de risco, como transplantados

(Badiee et al., 2007).

1.2.1 Diagndstico Molecular das Infec¢des Fungicas

Devido ao aumento da incidéncia das infec¢des fungicas nos pacientes
imunocomprometidos, os pesquisadores tem focado no desenvolvimento de um
método rapido e preciso utilizando técnicas moleculares, tanto o uso de
hibridagbes com acidos nucléicos como o uso da técnica de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) e sequenciamento (Atkins e Clark, 2004). A PCR € uma
técnica de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA ou RNA pela

extensdo de oligonucleotideos complementares as fitas do DNA ou RNA
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(Alberts et al., 2002). E uma técnica rapida e altamente especifica, utilizada
para deteccdo de pequenas quantidades de DNA, podendo ser aplicada para
detectar e identificar microorganismos de diferentes fontes, como solo, tecidos,
sangue e escarro (Borneman et al., 2000).

No entanto existe a necessidade de uma padronizacao e simplificacéo
dos métodos de extracdo do material génico para que a técnica possa ser
utilizada na rotina do laboratério clinico. Isso é importante para que haja a
diminuicdo de riscos de contaminagdo da amostra, pois isso levaria a um
resultado falso positivo. Esta etapa é de grande importancia para a técnica
molecular, entretanto, a mesma apresenta dificuldades quanto ao rompimento
da parece celular fungica, remoc¢ao da parte organica bem como a obtencgao de
um produto integro (Yeo e Wong, 2002).

Uma dificuldade no desenvolvimento de metodologias para a detecgéo
molecular de fungos patogénicos é a falta de informacéo quanto a variabilidade
nas sequéncias nucleotidicas usadas para a construgdo das sondas
especificas (Montoyama et al., 2000). Em fungos, os genes que codificam para
os RNAs ribossomais sao constantemente utilizados para o desenvolvimento
de reagdes de detecgdo molecular. Os genes ribossomais estdo presentes em
todos os organismos e em grande numero de copias, caracteristica que
contribui para o aumento da sensibilidade da PCR; além disso eles, eles sao
altamente conservados, diminuindo assim o risco de amplificagdes n&o-
especificas (Bialek et al., 2002).

A unidade transcripcional dos genes ribossomais é composta por trés
genes, o da subunidade maior (25S ou 28S), da subunidade menor (18S) e o

gene 5.8S, separados por regides denominadas espagadora interna transcritas,
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(ITS1 e ITS2). O seguimento ITS € uma regido de importancia particular para o
diagnoéstico de fungos, por possuir regides altamente conservadas e regides
altamente variaveis e tem sido o foco de muitos pesquisadores para a sua
utilizacao na identificacdo de agentes causadores de infec¢des fungicas
(Turenne et al., 1999; Ferrer et al., 2001; Leaw et al., 2006; Borman et al.,
2008; Wengenack e Binnicker, 2009; White et al., 2009).

Além das regibes espacadora interna transcrita (ITS), outra regido de
bastante importancia tem sido descrita: a regido do espago intergénico
(Intergenic spacer (IGS) 1 e 2), localizado entre os genes da subunidade maior
(25-28S) e da subunidade menor (18S). A regido IGS tem sido sequenciada e
utilizada para analise de variabilidade genética de varias espécies de fungos,
como espécies do género Trychosporon (Diaz et al, 2004), Mrakia spp (Diaz et
al, 2000), Xanthophyllomyces dendrorhous e Phaffia rhodozyma (Fell et al,
1999). Sugita e colaboradores (2002) analisaram as sequéncias da regiao IGS
e da regido ITS de todos os membros do género Trichosporon e concluiram
que a regido IGS apresentou maior variabilidade que a regido ITS, sendo
aquela mais indicada para diferenciacdo filogenética em espécies de um
mesmo género.

A PCR em tempo real tem revolucionado o diagnostico de diversas
patologias causadas pelos microrganismos pois combina a amplificagdo da
técnica de PCR com marcadores fluoréforos, o que possibilita uma infinidades
de combinacgbes e resultados. Além disso, a PCR em tempo real € um método
bastante rapido, reduzindo os custos de se manter os aparelhos para a
detecgdo dos produtos finais (Espy et al, 2006). A identificacdo de

microganismos por PCR em tempo real busca trazer maior eficacia,
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sensibilidade e especificidade ao resultado, podendo utilizar tanto o material
genético obtido de culturas puras como também o uso de amostras clinicas,
sem perda da sua eficiéncia.

A utilizacdo da PCR em tempo real ja vem sendo descrita para o uso em
diagnéstico de infecgbes fungicas (Bretagne e Costa, 2005). Schabereiter-
Gurtner e colaboradores (2007) desenvolveram uma PCR em tempo real para
identificacdo de Aspergillus spp. e Candida spp utilizando a regiao ITS2 do
DNAr. No estudo, foram utilizados iniciadores universais e sondas especificas
para cada uma das espécies estudadas, onde a diferenciagcdo das mesmas foi
realizada por diferencas na temperatura de dissociagdo (melting curve). A
reacao foi testada em amostras provenientes de cultura pura e clinicas,
apresentando alta sensibilidade.

O sistema PCR em tempo real multiplex também foi explorado para a
deteccéo e identificacdo do fungo de amostras de sangue de pacientes. O teste
consistiu em uma amplificacdo inicial curta seguida por 12 PCRs simultaneos
que tinha como alvo as regides ITS1 e ITS2 do DNAr, o gene que codifica para
o fator de elongagcdo 1 e o gene que codifica para a tubulina. O resultado
permitiu a identificacdo de 11 patégenos: Candida albicans, C. dubliniensis, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis complexo, C. tropicalis,
complexo Cryptococcus neoformans, Fusarium solani, Fusarium spp e
Scedosporium prolificans. A presencga ou auséncia do patdégeno foi confirmada
através da curva de dissociagao (Lau et al., 2008).

As reacdes de PCR em tempo real podem variar quanto ao seu
fluoréforo e aparelho, mas essencialmente mostram um resultado consistente

de sensibilidade e especificidade, inferindo que a PCR em tempo real é
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bastante util na identificagcédo entre diferentes fungos e entre as diferentes
espécies de um mesmo género. No entanto, as técnicas preconizam o uso de

sondas fluorescentes para a identificacdo dos mesmos.

1.2.2 Diagnéstico da Criptococose

O diagnéstico laboratorial da criptococose € baseado em trés principios:
demonstracdo da levedura em amostras clinicas, isolamento do microrganismo
em meios de cultura e isolamento de antigenos especificos circulantes (Caillot
et al. 1997). A identificagao direta do fungo pode ser realizada em amostras de
liquor, escarro, lavado brénquico, urina, tecidos macerados e puncgéo de
medula Ossea. Entretanto, o método mais indicado para o diagnéstico é a
pesquisa do antigeno polissacarideo circulante no soro e liquor através da
prova de latex ou pela deteccdo de antigenos especificos dessa levedura
obtida pela técnica imunoenzimatica ELISA (Enzime-linked Immunosorbent
Assay) (Bivanco et al., 2006). Como diagnoéstico auxiliar pode ser feito a prova
intradérmica de leitura tardia utilizando a criptococcina, um antigeno peptideo-
polissacarideo, obtida a partir do antigeno extraido por autoclavagem de
culturas da levedura de Cryptococcus sp. em agar Sabourand, nao tipadas
sorologicamente (Bivanco et al., 2006).

A técnica de PCR em tempo real tem sido considerada como o método
molecular mais revolucionario, no diagnostico de patdégeno (Vollmer et al,
2008). E um dos métodos mais modernos aplicados no estudo da criptococose
e, também, uma técnica rapida e precisa para a identificagdo de C. neoformans

e C. gattii de culturas ou diretamente de amostras clinicas (Sidrim, 2010).
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Adicionado a isso, a técnica tem sido amplamente utilizada para determinac&o
da expressdo de genes relacionados com fatores de viruléncia dos
microrganismos (Epsy et al, 2006). Estudos comparativos tém mostrado que a
PCR em tempo real é mais rapida que a reagéo de nested PCR, alem daquela
permitir uma analise quantitativa (Bialek et al, 2002). Hsu e colaboradores
(2003) aplicaram a técnica para confirmagéo de espécies de Cryptococcus spp.
e Candida spp. com oligonucleotideos espécie-especificos e concluiu que o

método € altamente rapido e sensivel na detecgado de patégenos especificos.
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1.3 Justificativa

Com o aumento no numero de casos da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) nas ultimas décadas, tém aumentado o numero de casos de
infeccbes causadas por fungos, fato este, aliado aos avancos da medicina
moderna, que mantém os pacientes imunodebilitados por mais tempo nos
hospitais e 0 uso de terapias imunossupressoras. Além do mais, o numero de
casos de infec¢des fungicas é subestimado devido a caréncia de metodologias
de identificagéo rapida e altamente sensivel para esses agentes.

O diagnéstico das infecgdes causadas por fungos deve ser rapido, pois é
fundamental para o tratamento adequado do paciente e tem um impacto
profundo no prognostico da doengca. Com o advento das novas drogas
antifungicas, aumentou a perspectiva de controle dessas infecgbes. Entretanto,
o diagnéstico é dificil, mas de grande importancia para o inicio de uma terapia
adequada, diminuindo assim a alta taxa de mortalidade em pacientes
imunocomprometidos.

O padrao ouro de deteccdo de infecgdes fungicas € baseado na
hemocultura; entretanto esta metodologia é lenta, exigindo entre 48 e 96 horas
para posterior identificacédo, alem de resultados falso negativos.

As técnicas moleculares caracterizam-se como um método rapido,
altamente sensivel e especifico, sendo alvo de estudo de varios pesquisadores.
E uma técnica capaz de detectar pequenas quantidades de DNA, podendo ser
utilizada para a identificagdo de microrganismos em diferentes fontes, como
solo, tecidos e fluidos biolégicos. Entretanto, faz-se necessario amplo estudo

para que essa metodologia seja utilizada em rotina de laboratorio clinico.
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A criptococose é a quarta principal causa de mortalidade e morbidade
em pacientes imunodeprimidos, sendo considerada um caso de saude publica.
E uma infeccdo causada pelos fungos encapsulados Cryptococcus gattii e C.
neoformans, que causa milhdes de mortes por ano, em pacientes com o
sistema imune debilitado. O quadro clinico apresentado por esses
microrganismos difere entre si, sendo C. neoformans considerado como um
patdbgeno oportunista, que acomete pacientes imunussuprimidos, enquanto que
C. gattii pode ser considerado como um patoégeno infeccioso, ja que este
acomete individuos imunocompetentes. Alem disso, C. gattii causa um maior
numero de lesdes de massa (criptococomas) no pulmé&o e no cérebro, o que
geralmente necessitam de intervengbes cirurgicas, aliado ao fato de este
apresentar uma maior resisténcia aos antifungicos, quando comparado com C.
neoformans.

A identificagdo de C. gattii e C. neoformans, na rotina clinica, é baseado
na cultura do microrganismo, o que demanda um maior tempo no diagnostico,
bem como a presenga de resultados falso-negativos.

Dentro das técnicas moleculares a reacdo de PCR em tempo real tem
revolucionado o diagnostico de diversas patologias. Esta alia a eficiéncia da
PCR com a utilizagdo de compostos fluorescentes, culminando em diversas
possibilidades de resultados. Além disso, a técnica diminui o custo, pois nao
utiliza aparelhos para a detecgéo do produto final. Sendo assim, neste trabalho,
foi proposto o desenvolvimento de uma PCR em tempo real para a

identificacao rapida e especifica dos fungos C. gattii e C. neoformans.
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1.4 Objetivos

Dentro das técnicas moleculares a reacdo de PCR em tempo real tem
revolucionado o diagnostico de diversas patologias. Esta alia a eficiéncia da
PCR com a utilizagdo de compostos fluorescentes, culminando em diversas
possibilidades de resultados. Alem disso, a técnica diminui o custo, pois néo
utiliza aparelhos para a detecgéo do produto final. Sendo assim, neste trabalho,
foi proposto a padronizacédo de uma PCR em tempo real para a identificagéo
rapida e especifica dos fungos C. gattii e C. neoformans. Para isso, 0s
objetivos especificos foram:

o Analise por bioinformatica dos genes de interesse;

o Analise da sensibilidade e especificidade dos iniciadores
por PCR em tempo real;

o Infeccao experimental em animais com os fungos C. gattii e

C. neoformans para a obtencdo de amostras amostra biologica;

o Deteccédo da infecgéo fungicas dos animais por PCR em

tempo real.
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Abstract

Cryptococcus is encapsulated yeast that causes high incidence of death among
patients infected with human immunodeficiency virus (HIV); however it also has
the ability to infect health people. Genetic studies separated Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gattii in two human pathogenic species, due to
their pathogenic characteristics, it is an important issue to understand their
biology and be able to differentiate them. Here, we developed a single step real-
time polymerase chain reaction for distinction between C. neoformans and C.
gattii using the amplification of IGS1 region from ribosomal DNA. Specificity of
both pairs of primers was analyzed by testing 10 different fungi DNA. The
sensibility threshold was found about 10 yeasts per assay. The reactions were
also tested in 14-day infected mice brain tissue, and we were able to

differentiate both Cryptococcus species from 100 yeasts infected mice.

Keywords: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii; Differentiation; Real-
time PCR.
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Cryptococcus sp. € um microrganismo emergente, agente etiolégico da
criptococose, que acomete pacientes imunodeprimidos, decorrentes por
infeccdo do virus HIV ou por submissdo a terapias imunossupressoras
(McCarthy et al, 2006). A criptococose € uma doencga oportunista que, apds o
advento da infecgbes por HIV, tem causado cerca de um milhdo de novos
casos por ano, resultando em mais de 620 mil mortes aproximadamente (Park
et al, 2009). No Brasil, 6% dos pacientes identificados como portadores de HIV,
entre 1980 e 2002, apresentaram um quadro de criptococose no momento do

diagnostico (Lea et al, 2008).

Estudos genéticos permitiram a classificagdo de Cryptococcus em 2
especies distintas: C. neoformans e C. gattii (Kwon-Chung et al, 2002).
Cryptococcus neoformans é o principal agente da criptococose, sendo
responsavel por 95% dos casos; entretanto, surtos causados por C. gattii,
como no caso de Vancouver, tem despertado a atencédo para esta levedura,
pela sua capacidade de causar doencga em individuos imunocompetentes (Kidd
et al, 2004). Recentemente, estudos tem analisado e demonstrado diferengas
significativas entre as duas espécies de leveduras, como a manifestacao clinica
e o tratamento, sugerindo que apenas o diagnoéstico ao nivel de género
(Cryptococcus) nao é suficiente, onde a diferenciacdo entre estas espécies
devem ser realizadas para que haja uma diminuicdo da morbidade e

mortalidade nesses pacientes (Byres Ill et al, 2011).

O diagnéstico da criptococose € baseado na identificagdo direta da
levedura ou na deteccdo de antigenos através de testes imunoenzimaticos,
como o teste de aglutinagdo em latex (Roy e Chiller, 2011). O teste de
aglutinagdo em latex €&, geralmente, usado em diagnésticos de meningite
criptocococcica, em amostras provenientes de puncéo lombar, sendo que o
resultado pode fornecer um prognéstico do paciente (Diamond e Bennett,
1974). As técnicas moleculares, tais como sequenciamento, PCR e métodos
baseados na PCR também tém sido utilizados para o diagnéstico da
criptococose (Sidrim et al, 2010). O tempo reduzido e a alta sensibilidade
apontaram a PCR em tempo real como uma técnica bastante util, permitindo a
detecgdo de patogenos e diferenciacdo entre espécies de um mesmo género,

utilizando sondas ou por analise da curva de dissociagdo dos produtos
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amplificados (Espy et al, 2006). Para o diagnéstico molecular de fungos, os
alvos comumente utilizados sdo os genes que codificam para o RNA
ribossomal. Estes sdo constituidos de quatro genes: o gene que codifica para a
subunidade menor (18S), o gene que codifica para a subunidade 5.8S, o gene
que codifica para a subunidade maior (25-28S) e o gene que codifica para a
subunidade 5S, separadas pelas regides internas transcritas (ITS) 1 e 2, e
pelas regides do espaco intergénico (IGS) 1 e 2 (Wengenack e Binnicker,
2009). Varias técnicas tém sido desenvolvidas para diagnosticar a criptococose
(Sidrim et al, 2010) utilizando como alvo, as sequéncias da regi&o ITS, embora
a analise das sequéncias de DNA correspondente a esta regido tem
demonstrado que nao ha diferencas significativas para a distincdo entre as
duas espécies. Analises das sequéncias de DNA das regides IGS1 e IGS2 do
complexo Cryptococcus demonstraram que a regidao |GS1 apresentou
variabilidade genética, como insergdes, delecbes e substituicbes de bases
nucleotidicas; a regiao 1GS2, também apresentou heterogeneidade (Diaz et al,
2005). Sendo assim, neste estudo foi escolhida a regidao IGS1 para a

diferenciacao de espécies de Cryptococcus sp. por PCR em tempo real.

Inicialmente, foi realizado a busca e a analise de sequéncias
correspondentes a regido IGS1, sequéncias estas, disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com os seguintes cddigos de acesso: C. gattii
DQO007953, DQO007954, DQO007955, DQO07957, DQO07958, DQO007959,
DQO007960, DQO07961, DQ007962, DQ007963, DQ0O07965, DQ0O07964; e C.
neoformans: DQO007943, DQO007944, DQO007945, DQO007946, DQO007947,
DQO007948, DQO07949, DQO07950, DQO09483. O resultado das analises das

sequéncias de ambas as espécies apresentaram sequéncias consensos unicas

para cada uma delas. A partir das sequéncias consensos, foram delineados
iniciadores especificos, denominados CglGS1-F/R para C. gattii e CnlIGS1-R/F
para C. neoformans; ambos foram testados em DNA gendmico obtidos de
cultura pura de C. gattii (ATCC 56990) e C. neoformans (ATCC 66031),
fornecidos pelo Laboratério de Microrganismos de Referencia, Fundagéo

Carlos Chagas.

Para a extragdo do material genémico, as leveduras foram ressuspensas

em tampao de lise e rompidas por choque fisico, seguido pela remogéo da fase
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organica pela adicdo de fenol/cloroférmio (Ausubel et al, 1999). O produto
extraido foi quantificado por espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific,
Madson, EUA) pela mensuragéo da absorbancia a 260 nm e todas as amostras
foram padronizadas para uma quantidade de 100ng/uL. Foram realizadas
PCRs convencionais para cada um dos pares de oligonucleotideos e as
temperaturas de hibridacdo variaram entre 62°C e 72°C; o resultado das
amplificagdes gerou um fragmento de 259 e 284 pares de bases para C. gattii e
C. neoformans, respectivamente (dados n&do mostrados). Um reagdo de PCR
em tempo real para determinar a sensibilidade dos iniciadores foi realizada em
Rotor Gene 6000 (Corbet Research, Mortlake, Australia), tendo como molde
DNA das leveduras submetidas a diluicdes seriadas com uma variagéo
correspondente entre 10° e 10 celulas, 10 pMoles dos iniciadores e Platinum
SYBR green qPCR supermix-UDG (Invitrogen, Nova York, EUA); a temperatura
de hibridagdo escolhida foi de 70°C. Os resultados mostraram um limiar de
detecgao correspondente a 10 leveduras em ambos os fungos (Figura 1a e 1b).
A eficiéncia da reagéo calculada a partir da inclinagédo da reta de regresséao
linear foi de 77 % (Slope=-4,093, R2=0,997) e 83% (Slope=-3,809, R2=0,999)
para C. gattii e C. neoformans, respectivamente (Figura 1c). As curvas de
dissociagédo de ambas as corridas foram geradas aumentando a temperatura
em 0,5°C/segundo, iniciando em 60°C e parando em 95°C; os resultados
mostraram 2 picos de dissociagédo: 82,8 °C e 84,2 °C para C, gatti e C.
neoformans, respectivamente (figura 1d). As diferencas apresentadas nos
fragmentos amplificados pelos iniciadores, mostradas a partir da analise da
curva de dissociagdo, permitiram a distingdo entre as duas leveduras. N&o
foram observados picos nas reagcbes sem a adicdo de DNA molde, tidas como

controle negativo.

Foi realizada outra PCR em tempo real para determinar a especificidade
dos iniciadores, utilizando 100 ng de DNA por reagdo provenientes de 10
fungos diferentes (Tabela 1) e 1 humano. Os resultados mostraram a
amplificagdo apenas para C. gattii e C. neoformans, utilizando os iniciadores
especificos para cada uma das espécies. Nao houve amplificagcdo em nenhuma
reagcdo contendo DNA dos demais fungos, nem na reacdo contendo DNA

humano. Os resultados mostram que a regido escolhida, bem como os
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iniciadores podem ser utilizados para a identificagcdo das espécies estudadas.
Para testar a eficiéncia dos iniciadores em amostras de tecidos, camundongos
Swiss Webster foram infectados com ambas as espécies de Cryptococcus sp.
com suspensao de leveduras contendo 100 células, e apds 14 dias os animais
foram sacrificados e os cérebros foram coletados para a realizagéo do teste.
Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com os
principios do Codigo Brasileiro para Uso de Animais de Laboratério e foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Londrina (CEEA
n° 07/2011). Os resultados mostraram uma amplificagéo especifica (Figura 2),
nao havendo reatividade cruzadas observadas (dados ndo mostrados). De fato,
os iniciadores delineados podem distinguir as duas espécies em uma unica

corrida de PCR em tempo real utilizando SYBR greem.

Um estudo epidemiolégico na América Latina mostrou que C.
neoformans é a principal espécie encontrada em pacientes portadores de HIV;
entretanto, C. gattii também tem sido isolado (Nucci et al, 2010). A incidéncia
de C. neoformans como patdgeno da criptococose é alto em pacientes
portadores de HIV, entretanto C. gattii apresenta riscos para individuos
saudaveis também (Lea et al, 2008; Mora et al, 2011). Dados publicados
mostram que a incidéncia de Cryptococcus gattii € maior no norte-nordeste do
Brasil, e C. neoformans é maior nas regides sul e sudeste (Nishikawa et al,
2003; Santos et al, 2008, Matos et al, 2012). Esses relatos mostram que a
rapida identificagdo do agente patogénico é necessaria, e a PCR em tempo
real satisfaz essa necessidade. A técnica de PCR em tempo real para a
criptococose ja havia sido desenvolvida, entretanto a mesma era incapaz de
distinguir entre C. gattii e C. neoformans (Bergman et al, 2007; Veron et al,
2009).

Recentemente, uma técnica de PCR-REA foi desenvolvida para a
diferenciacao de ambos os fungos a partir de amostras humanas e veterinarias,
que amplifica o gene CAPS9, seguido por analise com enzimas de restricao; no
entanto a existéncia de passos além da PCR aumentam o tempo e o custo do
método (Cordeiro et al, 2011). A técnica, neste apresentada, &€ acessivel,
rapida e simples de ser utilizada em laboratérios de diagndstico. No geral, o

estudo mostrou que a amplificacdo da regidao IGS1 do rDNA por PCR em



33

tempo real combinados com analise da curva de dissociagdo € uma ferramenta
para a diferenciacao entre C. gattii e C. neoformans. A melhoria do diagnéstico
com a identificacdo dos patdgenos ira facilitar no inicio do tratamento de

pacientes e monitoramento de doentes por criptococose.
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Tabela 1. Especificidade dos oligonucleotideos CnlGS1-F/R e CglGS1-F/R por
PCR em tempo real.

Microorganism Strain CnIGS1-F/R CgIGS1-F/R
Cryptococcus neoformans Fiocruz ATCC 66031 Positive Negative
Cryptococcus gattii Fiocruz ATCC 56990 Negative Positive
Paracoccicioides brasiliensis Pbl18 Negative Negative
Histoplasma capsulatum IMT/HC128 Negative Negative
Candida albicans Fiocruz ATCC 26790 Negative Negative
Candida tropicalis Fiocruz ATCC 28707 Negative Negative
Candida dubliniensis Fiocruz ATCC MYA-646 Negative Negative
Candida famata Fiocruz ATCC 62894 Negative Negative
Sporotrix schenkii Clinical isolate Negative Negative

Trichophyton rubrum Clinical isolate Negative Negative
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Legendas

Figura 1. Analise da sensibilidade de Cryptococcus gattii e C. neoformans por
PCR em tempo real. Graficos da amplificagdo de diluicbes seriadas de DNA de
leveduras equivalentes (Correspondentes entre 10%-10 leveduras) de DNA de
C. gattii (a) e C. neoformans (b). Curva padréo gerada apds a regressao linear
com o Ct versus o numero de leveduras. Analise da curva de dissociacdo: C.
gattii, C. neoformans e amostras tidas como controle negativo (NTC) (d); o pico

de temperatura de dissociagéo é indicada (Tm).

Figura 2. Deteccdo de Cryptococcus neoformans e C. gatti em amostras
biolégicas. Os animais foram infectados com 100 leveduras de C. neoformans
e C. gattii e apos 14 dias, foram sacrificados e o cérebro foram utilizados para
extracdo de DNA e submetidos a PCR em tempo real, utilizando ambos os

iniciadores.
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3 CONCLUSAO

Em concluséo, a analise das sequéncias correspondentes a regido 1GS1
apresentou resultados satisfatérios, onde estas mostraram polimorfismo
suficiente para que fossem delineados os iniciadores especificos para cada
uma das duas espécies estudas: C. gattii e C. neoformans. Quando
comparadas com sequéncias de outras espécies de fungos, como Candida
spp. aquelas nao apresentaram identidade, ou seja, ndo houve reatividade
cruzada.

Os oligonucleotideos desenhados apresentaram resultados especificos
para as suas espécies respectivas (C. gattii e C. neoformans), permitindo a
diferenciacao entre as duas espécies. A sensibilidade dos mesmos foi de 10
células leveduriformes. Para o teste em amostras de cérebro, os resultados
mostraram que a reacéo é capaz de detectar a presencga das leveduras em

amostras biologicas.
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