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RESUMO

Lyra, Juliana Maria Azevedo. Teste Molecular para Deteccdo de Fungos
Patogénicos Relevantes para a Saude Humana. 2014. Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Infeccbes fungicas tem aumentado sua incidéncia, principalmente em
imunocomprometidos. No Brasil, os fungos sdo responsaveis por cerca de 10% das
infeccdes hospitalares, sendo as espécies de Candida responséveis por cerca de 50%
dos casos, seguidas pelo Aspergillus e Cryptococcus neoformans. O diagnostico
fungico é dado pelo exame direto, que possui reduzida sensibilidade, e cultura que é
tecnicamente laboriosa e demorada. A deteccdo do genoma de fungos apresenta
diversas vantagens como a instalacdo precoce da terapia antifungica diminuindo a
mortalidade relacionada a infec¢éo fangica, e o tempo de internacdo dos pacientes em
unidades de saude. Este estudo tem como objetivo o desenvolvimento e avaliacdo de
teste molecular para a deteccdo de infeccdo fungica em pacientes
imunocomprometidos através de PCR do tipo multiplex utilizando a sequéncia ITS
como alvo, e sequéncias de rDNA especificas para deteccdo de 6 espécie de fungos
de importancia para a saude humana: A. fumigatus, C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. neoformans. Dos 84 pacientes analisados, 46 foram
adultos em tratamento oncologico e 38 neonatos. Das 144 amostras de sangue
submetidas a PCR convencional com os iniciadores para a detecgéo da regiao ITS, 84
foram positivas e 60 negativas. As amostras positivas foram submetidas a PCR
multiplex para a determinacdo da espécie do fungo. 46 foram positivas para uma ou
mais espécie fungica, sendo as espécies mais encontradas a C. parapsilosis (23,8%),
C. glabrata (19,0%), C. neoformans (14,2%), C. tropicalis e C. albicans (ambas 4,7%
dos casos). A baixa frequéncia de C. albicans possivelmente esta relacionada ao uso
profilatico do antifingico fluconazol. A PCR convencional apresentou sensibilidade de
67,3% (53,2-79,0), especificidade de 47,2% (36,6-58,0), valor preditivo positivo de
44,0% (33,4-55,3) e valor preditivo negativo de 70,0% (56,6-80,8) em relacdo ao
diagnéstico da doenca, baseado na clinica, comprovacdo microbiolégica e teste
terapéutico. As curvas melting da PCR em tempo real utilizando o sistema de detecc¢éo
SYBR Green obtidas pela amplificacdo da sequéncia subclonada de rDNA de cada
espécie em plasmideo apresentaram formato alargado, possivelmente devido a
homologia entre o iniciador e diferentes regides das sequéncias de rDNA das espécies
de fungos estudadas, principalmente nas espécies de Candida, permitindo a
amplificacdo inespecifica em diferentes temperaturas de anelamento avaliadas. As
curvas de amplificacdo das sequéncias subclonadas de rDNA de cada espécie
utilizando o sistema TagMan apresentaram reprodutibilidade, e especificidade nos
experimentos utilizando o par de iniciador e sonda especifico para uma dada espécie
com sequéncias de rDNA clonadas das demais espécies de fungos analisadas,
executando o teste para C. neoformans, mostrando o potencial do teste para utilizagéo
em amostras clinicas.

Palavras-chave: PCR multiplex. PCR em Tempo Real. Diagnéstico. ITS.



ABSTRACT

Lyra, Juliana Maria Azevedo. Molecular Test for Detection of Pathogenic Fungi of
Relevance to Human Health. 2014. Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil.

Fungal infections have increased its incidence, especially in immunocompromised
patients. In Brazil, the fungi are responsible for about 10 % of nosocomial infections,
with Candida species account for about 50% of cases, followed by Aspergillus and
Cryptococcus neoformans. Fungal diagnosis is made by direct examination, which
has reduced sensitivity, and culture that is technically laborious and time consuming.
The detection of the fungal genome has several advantages as the early onset of
antifungal therapy decreased mortality related to fungal infection, and length of stay
of patients in healthcare facilities. This study aims at the development and evaluation
of molecular test for the detection of fungal infection in immunocompromised patients
by multiplex PCR using ITS sequence targeted and specific rDNA sequences for
detection of 6 species of fungi of importance to the human health: A. fumigatus, C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis and C. neoformans. Of the 84
patients studied, 46 were adults undergoing cancer treatment and 38 neonates. 144
of blood samples with conventional PCR primers for detection of the ITS region, 84
were positive and 60 negative. The positive samples were subjected to multiplex
PCR to determine the species of fungus. 46 were positive for one or more fungal
species and the species most commonly found in C. parapsilosis (23.8%), C.
glabrata (19.0%), C. neoformans (14.2%), C. tropicalis and C. albicans (both 4.7% of
cases). The low frequency of C. albicans is probably related to the prophylactic use
of antifungal fluconazole. Conventional PCR had a sensitivity of 67.3% (53.2 to 79.0)
, specificity of 47.2% (36.6 to 58.0), positive predictive value of 44.0% (from 33.4 to
55,3) and negative predictive value of 70.0% (56.6 to 80.8) compared to diagnosis
based on clinical, microbiological and therapeutic proof test. The melting curves of
real-time PCR using SYBR Green obtained by amplification of rDNA subcloned
sequence of each species present in plasmid extended, possibly due to the
homology between the initiator sequences and regions of rDNA of fungal species
format studied, especially in Candida species, allowing nonspecific amplification at
different annealing temperatures evaluated. The amplification curves of the
subcloned rDNA sequences of each type using the TagMan system showed
reproducibility and specificity of the experiments using the pair of primer and probe
specific for a species with cloned rDNA sequences of other species of fungi analyzed
by running test for C. neoformans, showing the potential for use in clinical test
samples.

Keywords: multiplex PCR. Real-Time PCR. Diagnosis. ITS.
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1 INTRODUCAO

Os fungos patogénicos podem causar infec¢cdes no homem que resultam
desde uma simples alergia ao 6bito dependendo da integridade do sistema
imune do paciente. Individuos imunocomprometidos, como pacientes em
quimioterapia, transplantados, portadores do HIV e recém-nascidos prematuros
sdo mais susceptiveis a infec¢des por fungos encontrados no meio ambiente.

Os fungos sao responsaveis por cerca de 10% das infecgbes
hospitalares, sendo as espécies de Candida responsaveis por cerca de 50%
dos casos, seguidos pelo Aspergillus, Cryptococcus neoformans e
Pneumocystis Carinni. A Candida albicans é a espécie mais prevalente nas
infeccbes hospitalares. As espécies ndo-albicans mais frequentes séo a
C.glabrata, C.tropicalis, C.parapsilosis e em menor frequéncia a C. krusei.

Pacientes neutropénicos em quimioterapia e neonatos correspondem a
dois importantes grupos de risco para as infecgbes nosocomiais.

Neutropenia febril € uma complicagcéo infecciosa cuja incidéncia varia
com o protocolo antineoplasico adotado. Os sitios de infeccdo mais comuns
sdo 0 sangue por espécies de Candida e o trato respiratorio inferior por
Aspergillus. Os episédios de neutropenia febrii com comprovacéo
microbiologica podem chegar a cerca de 40% dos casos; sendo a intensidade
da neutropenia um fator de risco para desfecho desfavoravel. Nestes
pacientes, a mortalidade por infec¢do fangica aumenta quanto mais demorado
for o inicio do tratamento especifico, e na ocorréncia de resisténcia ao
tratamento por algumas espécies principalmente C.glabrata e C.krusei. O uso
profilatico de fluconazol parece reduzir a incidéncia e a mortalidade de infeccao
fungica invasiva em pacientes com céancer, contudo, essa pratica pode estar
influindo na selecéo de espécies resistentes a esse antifungico.

Obitos de criangas no periodo neonatal representam mais de um terco
da taxa global de mortalidade infantil. As infec¢des constituem a principal causa
de 6Obitos de recém-nascidos nos paises em desenvolvimento. Os fatores de
risco frequentemente associados a sepse neonatal incluem a prematuridade,
devido a imaturidade do sistema imunolégico, procedimentos invasivos
diagnésticos e/ou terapéuticos, ventilacdo mecanica, nutricdo parenteral,

antibidtico de amplo espectro, cirurgia, longa permanéncia hospitalar e nao
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segmento das normas de prevencao de infeccao hospitalar. Dados da literatura
sugerem que praticas inadequadas durante trabalho de parto, parto e no poés-
atendimento, colocam os recém-nascidos em grande risco de infeccbes e de
morte logo apds o nascimento.

O quadro clinico do paciente com infeccdo sistémica por Candida e
outros fungos como o Aspergilus é inespecifico e o diagnostico laboratorial
através de métodos convencionais microbioldégicos podem néo ser conclusivos.
A presenca do fungo pode ser confirmada pelo exame direto e cultura de
amostras biolégicas, contudo a sensibilidade baixa do exame direto e as
dificuldades técnicas de cultivo tornam a confirmagéo microbiolégica por vezes
dificil. Métodos moleculares para detec¢cdo de fungos surgem como forma de
diagnéstico especifico, rapido e de alta sensibilidade, caracteristicas essas
importantes para o estabelecimento de medida terapéutica em pacientes
imunocomprometidos. Com o advento da PCR multiplex, da PCR em tempo
real e melhoras na eficiéncia da automacao, os custos das técnicas de biologia
molecular estdo decrescendo enquanto que 0 seu uso vem aumentando.

Diversas sequéncias do genoma de fungo vem sendo consideradas
como marcadores moleculares para identificagdo de infec¢ao fangica, incluindo
microssatélites, DNA mitocondrial, 0 gene da protease aspdartica secretada e
regides que transcrevem o DNA ribossémico, sendo a principal delas a regiao
ITS que apresenta multiplas copias no genoma do fungo.

Esta regido ITS é de particular importancia para o diagnostico de fungos
por ter &areas altamente conservadas e areas de alta variabilidade entre
diferentes espécies de fungo, o que pode possibilitar o diagndstico diferencial
dentre as espécies e também a tipificacdo de uma mesma espécie.

Nesse contexto, esse trabalho desenvolveu e avaliou teste molecular para
deteccdo de infeccdo fungica, utilizando PCR convencional, e PCR em tempo
real usando o sistema SYBR Green e também o sistema TagMan de detecgao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFECCOES FUNGICAS:

Nos ultimos anos as infec¢des fungicas tém aumentado sua incidéncia
principalmente em pacientes imunocomprometidos, com doencas neoplasicas,
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), receptores de
transplantes de 6rgdos e em pacientes hospitalizados (Bille et al., 2005; Louie
et al., 2008; Kuleta et al., 2009). Os métodos invasivos utilizados no
atendimento de pacientes em unidades hospitalares, como sondas venosas
para infusdo de medicacdo, demais sondas e respiradores contribuem para o
rompimento de barreiras anatdomicas naturais, aumentando a possibilidade de
infeccbes nosocomiais (Ribeiro et al., 2006; Bailey et al., 2009).

O individuo com sistema imune comprometido permite que organismos
nado patogénicos para a populacdo em geral (sendo com frequéncia
pertencentes a microbiota humana) invadam os tecidos, proliferem e causem
doencas (Siegel et al., 2007; Brasil, 2010). Nesse contexto estédo incluidos os
fungos, o0s quais sdo responsaveis por cerca de 10% das infeccdes
hospitalares (Colombo et al., 2003a). Em pacientes internados em unidades de
terapia intensiva (UTI) as infec¢Bes invasivas por Candida estdo associadas a
alta morbidade e mortalidade com taxa global de mortalidade entre 40-60%
(Guery et al., 2009; Delaloye and Calandra, 2014).

A neutropenia prolongada presente nos pacientes com cancer e em
terapia com corticosterdides, antineoplasicos, radioterapia, e pacientes em
terapia imunossupressiva para prevencdo a rejeicdo de enxertos facilitam
infeccdes fungicas invasivas (IFl), que se ndo diagnosticadas em tempo podem
levar o paciente ao Obito (Mauricett and Ito, 2009). Outro efeito colateral da
quimioterapia para o tratamento de cancer € a mucosite causada por fungos
oportunistas na cavidade oral, que se nédo tratada pode levar a disseminacéo
hematogénica (Boktour et al., 2004). Em criancas com leucemia, a infeccao
bacteriana € a mais prevalente, contudo, a incidéncia das infec¢bes fungicas
pode chegar a 10%, com uma taxa de mortalidade de até 25% nos Estados
Unidos (Bailey et al., 2009).
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Em recém-nascidos de baixo peso ao nascer (<1000 g) a incidéncia da
candidemia é de 4%, e a disseminacao na corrente sanguinea esta associada
com uma mortalidade atribuivel de 38% e uma mortalidade bruta de 30% a
75% nesta populacdo especifica (Shetty, 2005). Muitos fatores de riscos
especificos para candidemia pré, peri e pos-natais foram identificados em
pacientes de UTI neonatal tais como a estrutura imatura da pele, uso
prolongado de antibidticos, procedimentos invasivos, uso de cateteres
vasculares, nutricdo parenteral, ventilacdo mecéanica, uso de corticoide
sistémico, prematuridade, baixo peso ao nascer, cirurgias do trato
gastrointestinal e colonizacéo fungica preexistente (Saiman, 2001).

No Brasil, os fungos sé@o responsaveis por cerca de 10% das infeccbes
hospitalares, sendo as espécies de Candida responsaveis por cerca de 50%
dos casos, seguidas pelo Aspergillus e Cryptococcus neoformans (Colombo et
al., 2003a).

2.1.1 Infeccao por candida albicans

A C. albicans é espécie de fungo normal da microbiota enddgena
gastrointestinal, respiratéria e de areas genito-urindrias e o agente etioldgico
mais encontrado dentre as infec¢cBes fungicas em pacientes oncoldgicos. Além
disso, é a quarta causa mais comum de infeccbes sanguineas nos Estados
Unidos (Boktour et al., 2004; Bailey et al., 2009). No Brasil 4,3% do total das
infeccbes hematologicas correspondem a fungemia causada pela C. Albicans
(Colombo et al., 2003b).

2.1.2 Infeccao por candida n&o albicans

As demais espécies do género Candida também foram encontradas
causando infec¢Bes fungicas invasivas em pacientes imunocomprometidos,
sendo as espécies ndo-albicans mais frequientes a C.tropicalis, C.parapsilosis,
C.glabrata e em menor frequéncia a C. krusei (Colombo et al., 2003b; CDC,
2012a; Oberoi et al. 2012).

A C. tropicalis & importante causa de candidemia em pacientes com

neutropenia e portadores de doencas malignas hematoldgicas, ocorrendo em
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60-80% dos pacientes infectados (Gil et al.,2007). Nos paises da America
Latina, incluindo o Brasil, esta é a segunda espécie mais isolada nas
candidemias, juntamente com a C. parapsilosis (Pfaller and Diekema, 2007).

A C. parapsilosis coloniza a pele humana, sendo frequentemente isolada
das maos de profissionais de saude e de solucbes de nutricdo parenteral
contaminadas. E responsavel por 7-15% dos casos de candidemia nos Estados
Unidos (Colombo et al., 2006; Pfaller and Diekema, 2007). Em paises da
América Latina a C. parapsilosis tem sido reconhecida como a segunda
principal causa de infeccdo invasiva (Godoy et al., 2003).

A C. glabrata ocupa o segundo lugar entre as espécies do género
Candida mais isoladas nos Estados Unidos, com frequéncia entre 20-25% dos
casos, e nos paises da América Latina é responsavel por entre 4-7% dos casos
(Pfaller and Diekema, 2007). No Brasil a C. glabrata é a quarta espécie mais
encontrada em pacientes com candidemia representando um total de 4-5% das
infeccbes por candida (Goldani and Mario 2003; Colombo et al.,, 2011). A
frequéncia de isolamento de C. glabrata parece estar associada a idade dos
pacientes, sendo frequente em recém-nascidos, e nos pacientes com uso do
antifangico fluconazol profilatico, especialmente em pacientes portadores de
neoplasias (Colombo and Guimarées, 2003).

A espécie do género Candida mais isolada em infeccbes hospitalares
em todos os continentes é a C. albicans, mas variacdes geograficas no padréo
etiologico das infeccBes invasivas por espécies de candida ndo-albicans foram
documentadas. Na Ameérica do Norte a C. glabrata é a espécie predominante
(Colombo et al., 2003a; Delaloye and Calandra, 2014). C. parapsilosis e C.
tropicalis sdo mais frequentes no hemisfério sul (América do Sul, Australia e sul
da Europa), do que no hemisfério norte (norte da Europa ou América do Norte)
(Colombo, 2003b; Arendrup, 2010). No Brasil, a frequencia de infecgéo fungica
por C. tropicalis e C. parapsilosis também é mais prevalente do que a por C.
glabrata (Godoy et al., 2003; Goldani and Mario 2003; Colombo et al., 2011).
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2.1.3 Infeccéo por fungos ndo Candida

O género Cryptococcus pode causar complicacdes importantes como a
meningite e meningoencefalite. Aproximadamente 50% das infeccbes por
Cryptococcus spp. em pacientes com cancer se apresenta na forma de
meningoencefalite, sendo o0 agente etiolégico mais isolado o C. neoformans
(Buchanan and Murphy, 1998; Kufe et al.,2003; Brown et al., 2007). A infeccéo
por HIV também €& um fator crucial que predispde ao desenvolvimento da
criptococose (Sabitti and May, 2012). A incidéncia de criptococose em
pacientes com HIV no mundo varia em torno de 5-30% e as maiores
incidéncias ocorrem no Sudeste dos EUA e Africa Equatorial, destes pacientes
10-25% morrem no inicio da terapia e 30-60% em doze meses (Martinez et
al.,2001).

O Aspergillus fumigatus € o agente etioldgico responsavel por
aproximadamente 90% das aspergiloses invasivas diagnosticadas em todo o
mundo (CDC, 2012b). Porém, muitas outras espécies, incluindo A. flavus, A.
niger, A. terreus e A. nidulans podem causar doengas (Sharma and Chwogule,
1998; Jalava et al., 2003).

A aspergilose invasiva € infeccdo oportunista, sendo a forma mais grave
da doenca. Este tipo de infeccdo surge em doentes imunocomprometidos,
particularmente nos doentes com leucemia, com aplasia medular, nos
submetidos a transplante de medula e de 6rgéos sélidos, e nos individuos com
tratamentos prolongados de quimioterapia ou a base de corticosterdides
(Richardson & Warnock, 2003; Jalava et al., 2003; Ali et al., 2006; Kousha et
al., 2011).

Na maioria dos casos de aspergilose invasiva é dificil determinar se a
infecgao foi adquirida dentro ou fora do ambiente hospitalar. No entanto, parece
provavel que alguns individuos colonizados por Aspergillus spp. antes da sua
admissédo no hospital possam desenvolver doenga invasiva quando ficam
neutropénicos (Richardson and Warnock, 2003; Peman et al., 2006).

A taxa de mortalidade causada pelo Aspergillus spp. chega a 50% na
presenca de neutropenia induzida pela quimioterapia e pode exceder 90% em
pacientes submetidos a transplantes de medula 6ssea (Ali et al., 2006; Kousha
et al., 2011).
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2.2 DIAGNOSTICO DE INFECCAO FUNGICA

A presenca de fungos em amostras bioloégicas de pacientes com
suspeita de infeccdo pode ser observada em exame microscopico direto. O
referido teste permite a visualizacdo de estruturas fangicas, sendo um
importante instrumento de diagnostico (Mauricett el al., 2009). Diferentes tipos
de amostras podem ser utilizados no exame direto dependendo do local da
infeccdo. A identificagdo de fungos é facilitada por meio de diferentes
coloracdes, tais como: hidroxido de potassio 20% com ou sem adicdo de tinta
Parker ou de dimetilsulfoxido (DMSO) e coloracao por Giemsa (Ribeiro et al.,
2006).

Os resultados devem ser interpretados de acordo com o tipo de material
e o local da lesédo. Muitas vezes, o fungo é da flora local, ndo tendo significado
clinico o seu achado no exame direto (McLintock et al., 2004). O exame direto
pode fornecer identificacdo completa (género e espécie) ou parcial do fungo,
gquando apenas 0 género ou o0 grupo pode ser identificado. Em ambos os
casos, fornecem informacdes importantes para a escolha da conduta
terapéutica (Ribeiro et al.,, 2006). A sensibilidade do exame direto varia de
acordo com o sitio anatdmico, niumero de espécimes clinicos examinados,
adequacao da coloracdo empregada, estagio da doenca, qualidade da objetiva
e sistema Optico, qualidade e quantidade de material biolégico (McLintock et
al., 2004). Além disso, reagentes e corantes podem estar contaminados com
leveduras e fungos filamentosos do meio ambiente, que em geral nao
necessitam de nutrientes especiais e se multiplicam em solu¢gbes usadas na
rotina do laboratério (Ferreira, 2001).

Em consequéncia da baixa sensibilidade do exame direto, a etiologia da
infeccdo fungica em muitos casos requer a cultura do material biol6gico para o
isolamento e a identificacdo da espécie (Benjamin et al., 2000).

A cultura em meio de agar Sabouraud permite a inser¢ao de antibioticos,
gue evitam o crescimento de bactérias, e do teste antimicético, para
identificacdo do crescente numero de fungos resistentes as drogas usuais de
tratamento (Speers, 2006). Outra vantagem da cultura é a disponibilidade de
material fungico para estudos de tipagem e caracterizacdo de cepas em

ambiente hospitalar (McLintock et al., 2004). O fator limitante do método deve-
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Se ao tempo necessario para o crescimento do fungo, que pode chegar a duas
ou trés semanas (Speers, 2006; Oberoi et al. 2012).

O método padrédo-ouro para o diagnostico da maioria das espécies de
fungos invasivos em neonatos € a cultura do sangue, de liquidos estéreis ou de
fragmentos de tecido, contudo, a hemocultura ndo é forma de diagndstico
efetiva, como seria necessério no diagndstico de infecges fungicas invasivas
(IF1), sendo a coleta e o transporte das amostras as principais limitacbes, que
pode diminuir a viabilidade celular e acarretar na inducéo de resultados falsos
negativos (Benjamin et al., 2000).

Testes sorolégicos para pesquisa de anticorpos contra antigenos
fungicos (por exemplo, antimanana) sdo limitados pela ocorréncia de
resultados falsos negativos, especialmente em pacientes imunocomprometidos,
gue constituem a maioria daqueles com maior suscetibilidade a infeccao
fungica (Wheat, 2006).

Diagnéstico soroldgico para identificacdo de antigenos da parede celular
fungica como galactomanana (GM), manana, B-glucano foram desenvolvidos
para serem usados como primeiro diagnostico de infec¢des flingicas invasivas.
Esses antigenos flungicos podem ser retirados rapidamente da circulacdo pela
formacdo de complexos imunes e por endocitose mediada por receptor de
células de Kupffer no figado, limitando a sensibilidade dessas técnicas (Ribeiro
et al.,2006; Keutgen et al.,2007; Theel and Doern, 2013). Alguns medicamentos
podem causar resultados falsos positivos como o antibidtico piperacilina-
tazobactam e os B-lactamicos, incluindo ampicilina, amoxicilina e amoxicilina-
clavulanato (Delabesse et al.,2005). A proteina GM presente no leite e cereais
ao atravessar a parede intestinal lesada por quimioterapia pode também
originar resultados falso-positivos. indices mais elevados de falso-positivos s&o
registrados em pacientes pediatricos, possivelmente devido a dieta baseada
em leite (McLintock et al., 2004). Outras causas de falsa positividade incluem a
nutricdo parenteral com proteinas de gréos de soja e bacteremia por bactérias
Gram positivas (Miyazaki et al., 1995; Delabesse et al.,2005). A hemdlise,
hemodialise usando membranas de celulose, fator reumatoide e concentracbes
elevadas de bilirrubina ou triglicérides séricos também sé&o inibidores desses

ensaios (Keutgen et al., 2007).
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Testes comercialmente disponiveis para deteccdo de antigeno fungico
apresentam bons niveis de especificidade, mas a sensibilidade fica em torno de
50% dos casos comprovados (Wheat, 2006). Pacientes com infeccéo
disseminada podem apresentar baixas concentracdes séricas do antigeno
circulante, dificultando sua deteccao (Delabesse et al.,2005).

Os métodos de biologia molecular surgiram como alternativa para a
deteccdo rapida de infeccdo fungica que séo dificeis ou até impossiveis de
serem detectadas pelos métodos convencionais microbiolégicos e sorologicos.
Pode-se destacar que a principal técnica de biologia molecular utilizada para
diagnostico de microrganismos € a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al.,1988; Nussbaum et al., 2010).

A técnica PCR simples convencional consiste na amplificacdo de
sequéncias de DNA “in vitro” a partir de reduzidas concentra¢gdes de molde de
DNA, entendendo-se aqui por DNA gendmico de microrganismo em amostras
clinicas, e iniciadores especificos complementares as extremidades 5  das
sequéncias do gene alvo do microrganismo sob investigacédo, sendo o principio
da reacdo baseado nos elementos basicos da replicacdo do DNA (Mullis and
Faloona, 1987; Saiki et al.,1988; Griffiths et al., 2010).

O desenho de iniciadores especificos é essencial para o sucesso da
reacao de PCR. Erros no desenho dos iniciadores podem resultar na possivel
formacdo de dimeros de iniciadores (amplificacdo inespecifica a partir do
anelamento das extremidades 3 complementares dos iniciadores sobre si
mesmos), assim como, na deteccéo de falsos positivos decorrente da limitagcéo
de ajuste da temperatura de anelamento devido as diferentes temperaturas de
dissociacao (TM) iniciador-molde de DNA (Luo and Mitchell, 2002).

A literatura tem relatado niveis de sensibilidade de 100% para o
diagnéstico de infeccdo fungica em amostras de sangue em modelo animal
(Denveter et al.,1995), e em pacientes neutropénicos (Hebart et al.,2000; Avini
et al., 2010).

A PCR multiplex, variante da PCR simples, consiste na amplificacdo de
multiplos alvos em uma Unica reacao, utilizando mais de um par de iniciadores
(Rashmi et al., 2013). As vantagens da reacdo da PCR multiplex podem ser
ilustradas nos seguintes casos: (1) na amplificacdo simultdanea de sequéncia

alvo em gene humano (controle interno da preparacdo da amostra), e alvo em
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gene do microrganismo para deteccdo da infeccdo; (2) na identificacdo de
espécies diferentes, para diagndstico de infeccdo mudltipla por diferentes
espécies de um mesmo microrganismo; e (3) por diferentes tipos de
microrganismos infectantes (Chamberlin et al., 1994; Luo and Mitchell, 2002,
Lehmann et al., 2007; Lamoth et al., 2010; Nussbaum et al., 2010, Mandhaniya
et al., 2011). O diagnéstico de infeccdo fungica em amostra de cultura de
sangue de pacientes suspeitos utiizando PCR convencional multiplex e
comparados com testes microbioldégicos (exame direto e cultura) tem
apresentado sensibilidade e especificidade em torno de 95-100% e 85-100%
respectivamente (Chang et al., 2001; Luo and Mitchell, 2002). Essa técnica tem
a vantagem de promover a reducdo do tempo e trabalho dentro do laboratorio
de pesquisa e diagnostico, além da reducdo na quantidade de amostra e
reagentes utilizados, e reducéao dos custos finais (Lehmann et al., 2007; Louie
et al., 2008).

A PCR em tempo Real (gPCR), outra variante da técnica de PCR
convencional, tem a vantagem de quantificar a expressdo génica, ou seja, a
carga infecciosa. Os sistemas de detec¢cdo mais utilizados sédo o SYBR Green
e o TagMan. O sistema SYBR Green utiliza o fluoréforo de mesmo nome, que
tem a propriedade de emissdo de luz ao se intercalar com as bases
nitrogenadas dos &cidos nucléicos em DNA fita dupla. As vantagens da
utilizagdo do SYBR Green sao: baixo custo, facilidade no uso e maior
sensibilidade em relagdo a PCR convencional. A limitagdo desse sistema deve-
se a ligacao inespecifica do fluoréforo em DNA dupla fita, de forma que
dimeros dos iniciadores e outros produtos inespecificos também contribuem
para a fluorescéncia total do sistema, podendo superestimar a concentracao do
fragmento alvo e/ou inviabilizar a deteccdo de baixas cépias de DNA alvo
(Gachon et al., 2004; Kubista et al., 2006).

O sistema de deteccdo TagMan utiliza, além dos iniciadores nas
extremidades da sequéncia alvo para a amplificacdo do fragmento génico de
interesse, sonda de DNA complementar e altamente especifica a regido interna
da sequéncia alvo, marcadas com fluoroforos, as quais liberam fluorescéncia
apenas na formacéo do produto de PCR de interesse. A sonda utilizada na
reacdo apresenta em uma extremidade um fluoréforo e na outra extremidade

um supressor - quencher - molécula que absorve energia do fluoréforo na
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forma de luz e a dissipa na forma de calor quando estdo préximos, ou seja,
gquando ambos estdo ligados a sonda na auséncia de reacéo de amplificagéo
da sequéncia alvo. Durante a etapa de amplificacdo da sequéncia alvo, a
degradacdo da sonda leva ao distanciamento da molécula quencher do
fluoroforo, que emite fluorescéncia em um comprimento de onda superior ao da
excitacdo promovida pelo laser, que ao ser detectada é convertida em sinal
elétrico. Softwares especificos interpretam o sinal elétrico com a visualizagdo
de curva de producéo de copias de fragmentos, permitindo a quantificacdo das
mesmas (Novais and Pires-Alves, 2004; Cuenca-Estrella et al., 2009).

Dados da literatura, quanto a sensibilidade e especificidade da qPCR
usando o sistema TagMan para diagnoéstico de infeccdo fungica em amostras
clinicas, tem sido bastante variados, principalmente devido aos diferentes
desenhos experimentais, incluindo tipo de amostras e padrao-ouro utilizado. O
diagnéstico utilizando o sistema TagMan com par de iniciadores anicos (forma
simples), utilizando como padrdo-ouro cultura e resultados clinicos mostram
melhores taxas de sensibilidade e especificidade (91,6% e 94,4%
respectivamente), do que estudos utilizando PCR multiplex e comparados
exclusivamente com diagnéstico microbiolégico (50-63% e 41-81%
respectivamente) (Cuenca-Estrella et al., 2009; Mandhaniya et al., 2011; Grif et
al., 2012).

Com o advento da PCR multiplex (Luo and Mitchell, 2002), da PCR em
tempo real (Pryce et al.,, 2003) no diagnostico de fungos e incremento na
eficiéncia da automacéo, os custos das técnicas de biologia molecular estdo
decrescendo enquanto que o seu uso vem aumentando para a deteccdo de
patbgenos importantes para a saude humana (Kubista et al., 2006). Métodos
moleculares baseados na PCR representam uma ferramenta importante para a
deteccdo precoce das infec¢gBes fungicas invasivas, principalmente, quando a
metodologia utilizada envolve uma etapa de hibridagéo especifica seguida da
PCR (Eriksson et al, 2009).
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2.3 ALVOS MOLECULARES PARA DIAGNOSTICO DE INFECCAO FUNGICA

Diversos genes que codificam diferentes regides do genoma de fungos
podem ser usados como marcadores moleculares para identificacdo de uma
infeccédo fungica.

A regido dos microssatélites tem sido utilizada para determinacdo de
espécies do género Candida e Aspergillus usando PCR multiplex, isto se da
devido a variabilidade existente nesta regido génica entre diferentes espécies
pertencentes a um mesmo género (Tran-Dinh and Carter 2000; Sampaio et al.,
2005).

O DNA mitocondrial dos fungos (mtDNA) é formado por subunidades
maior (LSU) e menor (SSU), encontrado na matriz mitocondrial de estruturas
chamadas nucleoidos, que podem conter de 4 a 5 copias e considerado
marcador molecular para estudo da variabilidade entre géneros e espécies de
fungos, em ensaios de polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) (Hamari et al., 2003;
Juhasz et al., 2007).

A protease aspartica secretada (SAP) é codificada por 10 genes e esta
relacionada a formacao de biofilme, sendo importante alvo para diagndstico
devido ao numero de cépias do gene e a relacdo direta com a resisténcia da
candida aos principais antimicéticos utilizados no tratamento contra infeccao
fungica, permitindo a identificacdo de casos graves da doenca e ajuste no
tratamento (Kumamoto et al.,, 2005). O gene que transcreve a proteina da
parede das hifas (HWP1) (Staab et al., 1999) e 0 gene para as sequéncias
similares a aglutininas (ALS) (Hoyer et al., 2008) que codificam glicoproteinas
associadas a superficie celular também estdo envolvidos no crescimento do
bioflme em candida, podendo ser detectados por técnicas de biologia
molecular como PCR convencional em tempo real (Nailis et al., 2011) visando
relacionar a presenca destes genes a maior viruléncia do fungo devido a sua
resisténcia a antimicéticos (Calderone and Fonzi, 2001).

A maioria dos ensaios para deteccado fungica utiliza como alvo 0os genes
de copias multiplas visando aumentar o limite de deteccdo da reacao
(Jordanides et al., 2005; Gurtner et al., 2007; Lamoth et al., 2010; Mandhaniya
et al., 2011).
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As regides génicas mais utilizadas em biologia molecular para deteccéo
de fungos sé&o as que transcrevem o0s DNA ribossémicos (rDNA), porque
encontram-se em grande numero de repeticdes consecutivas (‘tandem’) (White
et al., 1990; Ribeiro et al., 2006).

O rDNA dos fungos consiste em 3 genes, o gene da subunidade maior
(25S), o gene da subunidade menor (18S) e o gene 5.8S. A regido ITS
(“Internal Transcribed Spacer”) € uma regido conservada do genoma dos
fungos que se encontra em multiplas copias. A ITS possui duas regides: a ITS-
1 localizada entre o gene 18S e o 5.8S, a qual é amplificada pelos
oligonucleotideos universais ITS1 e ITS2; e a regido ITS2 localizada entre o
gene 5.8S e o 25S, sendo amplificada pelos iniciadores ITS3 e ITS4. O
fragmento total da ITS, incluindo a regido 5.8S, é obtido na amplificacdo dom
os iniciadores ITS1 e ITS4, e apresenta tamanho variando entre 600 a 800
pares de bases (Figura 1) (White et al., 1990; Gardes and Bruns, 1993;
Mercure et al.,1993).

Figura 1 - Diagrama do rDNA de fungos pontuando iniciadores ITS1 e ITS4 utilizados na
amplificacdo das regides ITS1 e ITS2.

ITS1

: ITS 3
ITS1 ITS2
“ITs 2 ITS4

Sequéncia completa

Adaptada de White et al.( 1990).

Esta regido ITS é de particular importancia para o diagnéstico de fungos
por ter areas altamente conservadas e areas de alta variabilidade entre
diferentes espécies de fungo, o que pode possibilitar o diagnoéstico entre eles
(White et al., 1990; Khot et al.,2009).

2.4 VALIDACAO DE TESTE DIAGNOSTICO

A impresséao clinica sugere uma hipoétese diagnostica (caracteristica que
separa individuos, indica desfecho, tratamento e mudanca de padrdo pos-
tratamento) que deve ser confirmada com testes paraclinicos. A identificacdo

de casos depende de uma boa organizagcdo e estrutura para 0 Processo



30

diagnoéstico; a qualidade da formulacdo e a validacdo do método. Esses
critérios previamente estabelecidos para definicdo de doenga sdo chamados de
“‘padrdo ouro”. Desta forma uma definigdo diagndstica clinica ou testes ja
aprovados e em uso no mercado podem ser usados como padrdo ouro para
comparacao de resultados de novos testes diagnosticos (Almeida, 2008; Burd,
2010).

Novos testes diagnosticos devem ser capazes de categorizar
corretamente as pessoas realmente doentes como positivas (sensibilidade) e
as realmente sadias como negativas (especificidade), sendo a fracdo dos
resultados positivos que identificam doentes o valor preditivo positivo, e a
fracdo dos resultados negativos que indicam individuos sadios o valor preditivo
negativo do teste (Branscum et al., 2005; Burd, 2010).

A validacdo de um teste pode ser: (1) interna, quando se compara um
novo teste diagndstico, em condicbes especificas de laboratério, com um
método de referéncia no mercado; tendo a finalidade de separar os individuos
doentes dos sadios e de diferenciar doencas; (2) externa, quando se avalia o
desempenho do teste novo em diferentes condicdes, i.e., diferentes ambientes,
metodologia executada por diferentes profissionais, utilizacdo de diferentes
materiais etc; permitindo analisar a reprodutibilidade a partir da repeticdo do
teste (Burd, 2010).

O processo de validacdo de teste diagndéstico inclui cinco etapas ou
fases bem definidas. A fase 1 inclui o desenvolvimento, otimizacdo e
padronizacdo das técnicas a serem utilizadas no teste diagnéstico, ndo
apresenta grupo controle, tem a finalidade de verificar a viabilidade da técnica,
e se é de facil manuseio para ser incluida no mercado; a fase Il visa estimar a
acuracia, incluindo os calculos de sensibilidade, especificidade e valores
preditivos com base no “padréo ouro” para cada doenga ou teste diagndstico a
ser testado, nesta etapa devem ser incluidos como controle do teste amostras
sabidamente negativas (controle negativo); a fase Ill também estima a
sensibilidade, especificidade e valores preditivos do teste diagndstico em
validacdo, mas a populacdo alvo sdo casos suspeitos; a fase IV inclui a
validacdo laboratorial com base na reprodutibilidade do teste diagndstico e
eficacia clinica; e a fase V visa a comercializacdo do teste diagnéstico incluindo

a estimativa de custo-efetividade na rede de salde, seu monitoramento, e
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observacdo da manutencédo do critério de validacao, utiliza como controle tanto
individuos sadios como doentes, incluindo aqueles com co-morbidade e
apresentando qualquer forma ou gradiente da doenca a ser diagnosticada com
o teste diagnostico (Filho, 2012).

As etapas de validacdo de novos testes séo, portanto, importantes para
consolidacdo de métodos de investigacdo de doengas em saude publica, pois
s6 a partir disto se torna possivel aplicar técnicas diagndsticas adequadas para
estudos na populacdo visando a identificacdo e posterior tratamento de
individuos portadores de doencas em sua fase pré-clinica, identificacdo
doencas em populacao de dificil diagndstico como nos imunocomprometidos e
determinacao da gravidade de doencas. (Crowther et al., 2006)
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3 JUSTIFICATIVA

A infeccdo fungica ndo diagnosticada representa risco de morte em
pacientes imunocomprometidos em uso de quimioterapicos (pacientes
oncoldgicos) ou imunosupressores (transplantados), recém-nascidos de alto
risco, idosos com reducgédo da capacidade motora e comorbidades, portadores
de HIV, dentre outros. O exame direto € pouco sensivel, principalmente, em
diagnéstico de fungimia. A cultura € o padrdo-ouro da infeccdo, mas além de
ser tecnicamente laboriosa e demorada, sofre influencia da forma de coleta e
meio de transporte da amostra. A dificuldade em firmar o diagnostico
microbiolégico de infeccdo fangica induz ao tratamento de exclusao, i.e., o
diagnéstico é confirmado pela auséncia de melhora clinica do paciente apés
uso de antibidticos de largo espectro, e pela melhora clinica com uso de terapia
antifngica. Nesse contexto, um teste molecular especifico, sensivel e rapido é
indicado no diagnostico de casos suspeitos, no controle de pacientes
transplantados e na pesquisa de fontes de infeccdo fangica hospitalar. A
sensibilidade e a rapidez do teste molecular para infeccéo fungica representam
vantagens em relagcdo a hemocultura, permitindo a instalagcdo precoce da
terapia antifangica, contribuindo para diminuir a mortalidade relacionada a
infeccdo fangica, e o tempo de internacdo desses pacientes em unidades de

saude, levando a uma reducao nos custos hospitalares.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo de desempenho de teste molecular para a deteccdo de

infeccdo fangica em pacientes imunocomprometidos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer condicbes de reacdo de PCR convencional simples e
multiplex para deteccao de infec¢éo fangica,

e Determinar a sensibilidade e especificidade dos testes moleculares para
deteccdo de fungos patogénicos em pacientes imunocomprometidos
com suspeita de infeccao fungica;

¢ Definir a frequéncia das diferentes espécies de fungos detectados;

e Avaliar a concordancia entre o teste molecular e o padrao-ouro
composto pelo diagnostico micoldgico, clinica e teste terapéutico;

e Estabelecer as condicdes experimentais de PCR em tempo real
utilizando o sistema SYRB Green® e TagMan® para deteccdo das

espécies de fungo.



34

5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1. CONSTRUCAO DE CONTROLES PLASMIDIAIS POSITIVOS PARA
TESTE DIAGNOSTICO DE INFECCAO FUNGICA

5.1.1. Isolados de fungo

Material inativado de isolados dos fungos Aspergillus fumigatus, Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Cryptococcus neoformans foram gentilmente cedidos pelo Setor de Micologia
do Laboratério Central de Saude Publica do estado de Pernambuco, através da
Sra. Elcia Cauas. Os referidos fungos foram utilizados para testes com os
iniciadores especificos obtidos na literatura para amplificacdo das diversas
espécies fungicas estudadas, com o objetivo de subclonagem do fragmento
amplificado para a construgdo de controles positivos para o teste de

diagnéstico da infeccao fungica.

5.1.2. Extragc&o de DNA gendmico

Massa de isolados de cultura fangica foram submetidas a lise celular
com 700 pL do reagente DNAzol BD (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), e a
precipitacdo de DNA com 200 pL de isopropanol em temperatura ambiente por
5 minutos. O precipitado foi obtido por centrifugacdo a 3.000 x g durante 6
minutos e lavado com etanol 75% e, ap0s rapida secagem, foi ressuspenso em
250 pL de agua tratada com DEPC (Dietil Pirocarbonato, livre de RNA, DNA e
residuos de proteinas). Na presenca de impurezas, o DNA extraido foi
submetido a purificacdo com solucédo de fenol-cloroférmio, visando a remocao
de inibidores da reagao da DNA polimerase presentes no sangue. A purificacédo
consistiu em adicionar 1 volume da solugédo de DNA com partes iguais de uma
solucdo de fenol-cloroférmio, homogeneizar no voértex e centrifugar por 5
minutos a 13.000 x g. Em seguida, a fase superior aquosa (que contém o DNA)
foi transferida para um microtubo limpo e adicionado a 1 volume de cloroférmio
para remocdo de tracos de fenol da preparacdo. O conteldo de DNA foi

recuperado da fase superior apés nova centrifugacdo. O DNA gendmico obtido
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foi precipitado com a adicdo de acetato de sédio 3 M em um volume
correspondente a 1/10 do volume do sobrenadante acrescidos de 2 volumes de
etanol 100% permanecendo cerca de 18 h em -20°C. Apés a centrifugagéo a
13.000 x g, a 4°C, o precipitado de DNA foi lavado com alcool 70 %, seco e
ressuspenso em 30 pL de agua DEPC. O DNA foi quantificado em
espectrofotometro e a qualidade determinada pela visualizacdo em gel de
agarose a 1%.

5.1.3. Reacdo em cadeia da DNA polimerase

O DNA genbdmico extraido de cada isolado de fungo (A. fumigatus, C.
albicans, C. glabrata C. tropicalis, C. parapsilosis e C. neoformans) foi
inicialmente submetido a reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR), com
iniciadores especificos para o elemento genético ITS, que consiste em
sequéncia conservada da regiao intercalante do gene ribossomal comum as
espécies de fungo de acordo com o descrito na literatura (Luo and Mitchell,
2002). O volume total da reacgao foi de 25 uL e incluiu 1,5 mmol de cloreto de
magnésio (MgCl), 25 pmoles de cada iniciador (senso
5’cgagctgcgegatggcgaac 3’ e anti-senso 5°taggtgctggtggtccgaag 3’), 200 umol
de cada dNTP’s e 1,25 unidades de DNA polimerase. As condi¢cdes para
amplificacdo do elemento ITS no aparelho termociclador foram: um ciclo de
94°C por 3 minutos; 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto para desnaturacao; 60 °C
por 1 minuto para anelamento e 72 °C por 1 minuto para extensao; e,
finalmente, um ciclo de 7 minutos a 72 °C. O produto de PCR foi visualizado
em gel de agarose a 2,5 % sob luz UV e a reacdo foi considerada positiva
quando a banda corada por brometo de etidio correspondia a 600 pb.

O DNA genbmico de cada espécie de fungo isolada (A. fumigatus, C.
albicans, C. glabrata C. tropicalis, C. parapsilosis e C. neoformans) também foi
submetido a PCR com iniciadores especificos complementares a regido do
gene DNA ribossomal conforme descrito por Luo e Mitchell (2002) e

apresentados na tabela abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reacfes de PCR para deteccao de diferentes espécies flngicas.

Fungo Nome Tamanho Inicializadores Acesso no
fragmento GenBank
Aspergillus AFUML1 + 5-CGCCGAAGACCCCAACATGAACGC-3 (Fwd) AF176662,
fumigatus AFUM2 385 pb 5-TAAAGTTGGGTGTCGGCTGGC-3’ (Rev) FO078889
Multiplex  Candida CALB1 + 273 pb 5-TTTATCAACTTGTCACACCAGA-3 (Fwd) L47111,

1 albicans CALB2 5-ATCCCGCCTTACCACTACCG-3’ (Rev) L28817
Candida CGL1 + 5-TTATCACACGACTCGACACT-3’ (Fwd) AB032177,
glabrata CGL2 423 pb 5-CCCACATACTGATATGGCCTACAA-3’ (Rev) F167993
Candida CTR1 + 360 pb 5’-CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT-3’ (Fwd) AF287910,
tropicalis CTR2 5-TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT-3’ (Rev) F268095

Multiplex  Candida CPA2 + 297 pb 5-GCCAGAGATTAAACTCAACCAA-3’ (Fwd) AF287909,

2 parapsilosis CPA3 5-CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC-3’ (Rev) L47109
Cryptoccocus  CN4 + 136 pb 5-GAAGGGCATGCCTGTTTGAGAG-3’ (Fwd) M94516,
neoformans CN5 5-ATCACCTTCCCACTAACACATT-3 (Rev) M94517

Luo and Mitchell (2002).

5.1.4. Reacéo de Ligacéo

Os produtos das PCRs para o alvo ITS e rDNA obtidos com cada uma

das sequéncias de DNA dos fungos estudados foram inseridos no vetor

pCR2.1 incluso no kit TA Cloning® (Invitrogen) seguindo o fluxograma

apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Estratégia de construcdo dos controles positivos do teste molecular para
deteccdo de infeccdo fungica. Plasmideo recombinante formado pela ligacdo do vetor
pCR2.1 com as sequéncias génicas dos fungos A. fumigattus (AFUM), C.albicans(CALB)
, C. glabrata (CGL), C. tropicalis (CTR), C. parapsilosis (CPA), C. neoformans (CN) e o
elemento de insercéo ITS.

ITS (600pb)

AFUM (385 pb)
CALB (273pb)

CGL (423 pb)

CTR (360 3pb)

CPA (297 pb)

( | | CN (136 pb) |
! Y
Plasmideo pCR 2.1 Fragmento rDNA

* pITS

* pAFUM
* pCALB
* pCGL

Plasmideo
recombinante « pCTR

* pCPA
* pCN

LYRA, Juliana (2014).

A reacgdo de ligagédo do inserto no vetor foi realizada na proporgéo de 1:1

que foi calculado como segue:

X ng Produto de PCR = (Y pb Produto de PCR)(50 ng pCR®2.1 vector) D

(Quantidade de pb do pCR®2.1 vector: ~3900)

Foram misturados 2 pL de vetor (25 ng/uL), 1L de tampé&o (10x), 1 uL
de T4 DNA ligase (4.0 Weiss u/uL) e a concentragdo adequada do produto de
PCR de acordo com o seu tamanho, para um volume final de 10 uL. A reacéo

foi incubada a 14 °C por 12 horas.
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5.1.5. Transformacéo bacteriana

Células competentes de Escherichia coli XL1-Blue em volume de 100uL
foram misturadas a 10 pL da reacado da ligacdo, incubadas por 30 minutos em
gelo, colocadas em choque térmico a 42 °C, por 45 segundos, e imediatamente
colocadas no gelo por 2 minutos. Ao tubo foram adicionados 900 uL do meio de
cultura liquido (Luria-Bertani, LB) e, posteriormente, incubado a 37°C em estufa
por 1 hora. As placas de meio LB solido acrescidas de ampicilina (100 mg/mL
LB) foram sensibilizadas com solucdo X-Gal/IPTG por 30 minutos antes de
serem usadas na semeadura das bactérias transformadas. Esta solucéo foi
preparada com 50 pL de X-Gal em dimetilsulféxido (DMSO) acrescido de 25 pL
de isopropiltiogalactosideo (IPTG) e 25 pL de LB liquido. Colénias brancas
foram consideradas positivas, ou seja, que apresentam a interrup¢cado do gene

da B-lactamase devido a insercdo do fragmento de DNA de interesse.

5.1.6. Extracdo do plasmideo

Os clones bacterianos recombinantes positivos foram inoculados em 3
mL de meio seletivo (LB liguido com ampicilina) a 37 °C para extracdo de
plasmideo e averiguacdo da subclonagem do DNA de interesse. O precipitado
de bactérias obtido de uma cultura noturna através de centrifugacao a 6.000 x
g por 10 minutos foi ressuspenso em 100 pL da solucdo GTE (50 mM glicose,
10 mM Tris, 1 mM EDTA) mais 1 pg/uL de RNAse e incubados em temperatura
ambiente por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado 200 uL da solucédo 0,2 M
de Hidroxido de sédio (NaOH) / 0,2% Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e
colocadas em gelo por 3 minutos. A precipitacdo de proteinas e DNA foi obtida
incubando a solucdo com 150 pL acetato de potassio por 10 minutos. A
purificagdo do plasmideo foi realizada adicionando igual volume de uma
solucdo de fenol-cloroformio e centrifugando por 2 minutos a 13.000 x g. O
sobrenadante foi removido para tubo limpo, e acrescido de igual volume de
cloroférmio visando a remocdo de restos de fenol e possivel inibicdo das
reagfes subsequentes. Finalmente, o plasmideo foi concentrado através da

precipitacdo com 0,6 volume de isopropanol P.A. por 10 min. O plasmideo
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precipitado foi lavado com alcool 70%, seco a temperatura ambiente e

ressuspenso em 100 uL de agua destilada autoclavada.

5.1.7. Quantificacdo do DNA

A quantificacéo foi realizada utilizando 2 pL da solucdo de plasmideo e
498 pL de &gua destilada (diluicdo de 1/250) em cubeta de quartzo no
espectrofotometro Eppendorf Bio photometer®. A leitura da absorbancia foi
realizada no comprimento de onda de 260 nm e 280 nm, sendo a concentracao
de DNA determinada conforme a reacdo abaixo considerando a leitura a 260

nm:

[DNA] = A260 x 50 (DNA fita dupla) x 250 (fator de diluigdo) pg/mL (2)

A qualidade da preparacdo foi aferida através da relacdo entre as
leituras na faixa 260/280 nm, que denota a relacdo entre DNA/proteina na
solugdo. Uma relagéo entre 1,8-2,0 representa um bom grau de pureza da

preparacao.

5.1.8. Restricdo dos Plasmideos

Todos os plasmideos foram clivados com as enzimas Xba | e Hind Il
(Pharmacia Biotech®) para deteccdo do inserto subclonado, na reacdo foram
usados 1x tampdo, 3ug de cada plasmideo isoladamente, 5 U (Xba 1), 9 U
(Hind 11l) e &gua destilada para um volume final de 15 pL. O produto de
digestao foi analisado em gel de agarose. Foi considerado positivo os clones
gue apresentaram duas bandas, uma correspondendo ao vetor (~3900 pb) e

outra ao inserto (~250 pb).
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5.1.9. Sequenciamento

Todos os plasmideos construidos foram sequenciados. Cada reacéo
incluiu 10 ng do DNA plasmidial, 1 pL do iniciador M13Rev (3,3 pmol/uL,
oligonucleotideo complementar a sequéncia do vetor que flanqueiam o sitio de
insercao do fragmento clonado, 0,5 yL Big Dye, 1 yL Save Money Tampéao
(Amersham®) e o volume ajustado com agua destilada a 10 pyL. A reacéo foi
incubada nas seguintes condi¢des: 92 °C por 2 minutos, 40 ciclos envolvendo
92 °C por 15 segundos, 55 °C por 10 segundos, e 60 °C 4 minutos. As
amostras foram precipitadas com alcool isopropilico, lavadas e ressuspensas
em 10 pL do reagente High Dye Formamide. A corrida de sequencimento foi
realizada no equipamento ABI3100 (Applied Biosystems). Posteriormente o0s
plasmideos foram quantificados em espectofotbmentro (Nanodrop, Thermo)

5.2. AVALIACAO DO TESTE DE PCR CONVENCIONAL PARA
DIAGNOSTICO DE INFECCAO FUNGICA

5.2.1. Populagéo de estudo

A avaliacdo do teste molecular para deteccdo de infeccdo fungica em
amostra clinica foi realizada em 84 pacientes de trés hospitais do Estado de
Pernambuco, sendo 37 pacientes neonatos do Hospital Agamenon Magalhaes
(HAM), 43 pacientes adultos em tratamento oncolégico do Hemocentro de
Pernambuco (HEMOPE) e apenas 4 (3 adultos em tratamento oncoldgico e um
neonato) do Hospital Esperanca (HE) com um total de 144 amostras de sangue
coletadas desses pacientes. A amostra utilizada foi sangue, devido a relagcéo
entre o risco de O6bito na presenca de fugemia em pacientes
imunocomprometidos.

Os critérios de inclusdo para os pacientes do HAM foram neonatos
internados na Unidade de Terapia Intensiva neonatal no periodo de janeiro de
2010 a dezembro de 2010 com suspeita de infeccdo, cujos genitores
concordaram em participar do estudo, expressando a concordéancia pelo TCLE
e autorizaram a coleta de 0,5 mL de sangue do infante para diagnostico

molecular de infecgdo fungica. A coleta foi realizada no momento da suspeita
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de infeccdo (menor expectativa de infec¢do fungica), e apés uma média de
cinco dias de antibioticoterapia sem melhora do quadro clinico antes do inicio
do tratamento antifungico (maior expectativa de infec¢ao fungica), configurando
primeira e segunda amostra de um mesmo evento. A avaliacdo clinica dessas
criangas, incluindo exame radiolégico, avaliacdo microbiologica e resposta a
tratamento antifungico, foi realizada pelo médico Moacir Batista Juca.

Os critérios para inclusdo dos pacientes do HEMOPE foram: episodios
de neutropenia febril em pacientes internados com diagndstico de neoplasia,
definidos pela contagem de neutréfilos abaixo de 500/mm?3 ou apresentando
uma contagem menor que 1000/mm?3 com tendéncia a reducdo; febre, ndo
relacionada a transfusdo de hemoderivados, definida por temperatura > 37,5 °C
independente do tempo de duracdo Além disso foram incluidos os que
concordaram em participar do estudo e assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido-TCLE. Para cada episddio de neutropenia febril (evento)
foram colhidas uma ou duas amostras de sangue do paciente com intervalo de
3 a 5 dias entre elas a depender do inicio da administracdo de antifungicos, i.e.,
a amostra foi coletada apos antibioticoterapia antes do uso de antifungico. No
HEMOPE o0s pacientes oncolégicos com neutropenia febril fizeram uso
profilatico com Anfotericina B, podendo interferir no diagndstico de algumas
espécies de Candida sensiveis ao antifingico. A avaliacdo clinica dos
pacientes oncolégicos adultos, incluindo exame radiolégico, avaliacdo
microbiologica e resposta a tratamento antifungico foi realizada pelo médico
oncologista Heberton Medeiros Teixeira.

Os pacientes entraram na pesquisa em fluxo continuo durante o periodo
do estudo, conforme os critérios de inclusdo mencionados. Varios eventos de
um mesmo paciente foram identificados pela data da coleta da primeira
amostra.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es sob registro CAAE 0065.0.095.172-09.

5.2.2. Padrao-ouro do teste

A infeccdo fangica foi definida pela hemocultura positiva, imagem

radioldgica sugestiva, fundo de olho sugestivo, antigenos circulantes e resposta
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clinica. O principal critério foi a resposta clinica, definida como

desaparecimento da febre em até 72 horas apés introducao do antifangico.

5.2.3. Diagnoéstico micoldgico

O diagndstico micolégico (exame direto e cultura) foi realizado no Setor
de Micologia do Laboratério Publico Central de Pernambuco (LACEN-PE). O
exame direto foi realizado em esfregaco de sangue periférico tratado com
solucdo KOH a 20-30 %, seguidos de pesquisa de tinta nankin e coloracédo de
Giemsa. As amostras de sangue também foram cultivadas em meio Sabouraud
com e sem antibiotico, e em meio BHI com antibiotico e incubadas a 37 °C por
14 a 21 dias. Métodos automatizados foram utilizados na identificacdo de
leveduras (ID32C, BioMerieux AS) e determinacdo de fungigrama para
leveduras (ATB Fungus 3, BioMerieux AS). Os testes foram cegos para quem
realizou as reagbes moleculares, i.e., os resultados das culturas foram

disponibilizados apenas ao final do estudo.

5.2.4. PCR convencional multiplex

DNA gendmico obtido de amostras de sangue periférico (300 a 500 L)
de pacientes com suspeita de infeccdo fungica foram submetidas a PCR com
iniciadores direcionados para uma regido alvo do DNA humano (GAPDH -
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) visando atestar a auséncia de inibidores
de PCR na preparacdo de DNA da amostra, i.e, como controle positivo da
extracdo de DNA.

As amostras positivas para o gene constitutivo humano GAPDH foram
submetidas a PCR para deteccdo do elemento fungico ITS, conforme descrito
acima. Nessa etapa foi incluido DNA humano de individuo sadio, como controle
de especificidade da reagéao.

As amostras positivas para infeccdo fungica (PCR para alvo ITS positiva)
foram submetidas a PCR tipo multiplex (pesquisa de mais de um alvo em
mesma reacdo) para determinagdo da espécie de fungo infectada. Nessa
etapa, as amostras foram submetidas a duas reacées de PCR multiplex com

iniciadores especificos (Tabela 1) para a identificacdo das espécies Candida
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glabrata, Candida tropicalis e Candida parapsilosis na multiplex 1, e para as
espécies de Aspergillus spp, Criptococcus neoformans e Candida albicans na
multiplex 2. As condi¢cdes de PCR para cada reagéo especifica foram conforme
descrito por Luo e Mitchell (2002) com discretas modificacdes ajustadas as
condicGes estruturais e ambientais de execucdo testadas durante etapas de
otimizacdo. O volume total da reacgao foi de 20 pL e incluiu 1,5 mmol de MgClz,
10 pmoles de cada iniciador, 0,2 mM de cada dNTP e 0,75 unidades de DNA
polimerase. As condicdes para amplificacdo foram: um ciclo de 94 °C por 3
minutos; 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto para desnaturacdo; 60 °C por 1 minuto
para anelamento e 72 °C por 1 minuto para extensao; e, finalmente, um ciclo
de 7 minutos a 72 °C. O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose a
2,0 % sob luz UV, sendo considerados positivos os resultados onde as bandas
visualizadas correspondiam ao tamanho do fragmento indicado na Tabela 1.

Os controles negativos utilizados foram uma mistura da reagcdo sem
amostra de DNA e uma mistura contendo DNA humano de individuo sadio. Os
controles positivos utilizados para cada fungo testado foram plasmideos na

concentracdo de 10 ng por reacao.

5.3. AVALIACAO DA PCR EM TEMPO REAL (QPCR) NO DIAGNOSTICO DE
INFECCAO FUNGICA

A avaliacdo das condicdbes de gPCR simples foram estabelecidas
utilizando os plasmideos contendo a sequéncia parcial de rDNA de cada fungo
testado empregando ambos os sistemas SYBR Green® e TagMan®.

5.3.1. Sistema de deteccédo SYBR Green

Esse sistema tem como principio a propriedade intercalante do corante
SYBR-Green na estrutura dupla fita do DNA. As etapas de otimizacdo da
reacdo incluiram: (1) o estabelecimento das condi¢cfes 6timas da concentracéo
dos iniciadores na reacdo para o diagnostico de cada espécie de fungo
estudada; (2) comprovacao da temperatura de anelamento para amplificacdo
de cada reacao, do protocolo obtido na literatura e do modificado durante o

processo de analise na PCR convencional; (3) testes para verificar o limite de
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deteccdo do DNA plasmidial nas condi¢cdes previamente estabelecidas para
cada uma das seis espécies de fungos testados.

A analise realizada foi do tipo plus-minus objetivando um teste qualitativo
e 0 equipamento utilizado um ABI7500 (Applied Biosystems, EUA) disponivel

do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes.

5.3.1.1. Determinagédo da concentragdo dos iniciadores

Testes preliminares com diferentes concentracdes dos iniciadores (25
pmol, 12 pmol, 6 pmol, 3 pmol e 1,5 pmol) foram realizadas para definir quais
as condicoes ideais de cada PCR individualmente. Foram utilizados os
seguintes pares de iniciadores: CALB1 + CALB2, CTR1 + CTR2, CPA2 +
CPA3, CGL1 + CGL2, CN4 + CN5 e AFUM1 + AFUM2. Em cada reacao foram
utilizados controles negativos da reacdo com ou sem DNA humano, e os
plasmideos especificos para cada reacao considerando os pares de iniciadores
e a espécie de fungo investigada. Todas as amostras foram aplicadas em
duplicata.

A concentragdo dos componentes testados na reacgdo (20 L) foi: 10 pL
de Power SYBR Green PCR Master Mix (2x), 7 uL de dgua DEPC e 1 pL do
plasmideo (25 ng); e, 1 L do iniciador senso e 1 pL do iniciador anti-senso de
cada espécie nas concentracfes testadas. As condi¢des iniciais para a
amplificagéo foram as seguintes: 95 °C / 10 min, 40 ciclos de temperatura,
sendo 95 °C/15seq,60°C/1mine72°C/1 min.

5.3.1.2. Determinacdo da temperatura de anelamento dos iniciadores

Além da temperatura padrdo de anelamento do termociclador (60 °C),
foram testadas duas temperaturas adicionais de anelamento dos iniciadores
com o objetivo de avaliar a ocorréncia de aumento na eficiéncia da reacdo
associada ao aumento da temperatura. As temperaturas avaliadas foram de 62
°C e 65 °C. A temperatura de anelamento de 62 °C foi utilizada para todos os
conjuntos de iniciadores estudados: CALB1 + CALB2, CTR1 + CTR2, CPA2 +
CPA3, CGL1 + CGL2, CN4 + CN5 e AFUM1 + AFUM2 com seus respectivos

plasmideos na reacdo. A temperatura de 65 °C néo foi utilizada com o par de
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iniciadores que detectam A. fumigatus e C. parapsilosis visto que a eficiéncia ja
foi reduzida com a temperatura de 62 °C comparada com a de 60 °C. As
concentracfes dos reagentes utilizados foram: 10 pL de Power SYBR Green
PCR Master Mix (2X) 1 pL do iniciador senso (5 pmol), 1 pL do iniciador anti-
senso (5 pmol) de cada espécie, 7 uL de dgua DEPC e 1 pL do plasmideo (10
ng). Em todos os testes foram incluidos controles negativos da reacao e todas
as amostras foram aplicadas em duplicata. As condi¢cbes para a amplificacéo
foram as seguintes: 95 °C / 10 min, 40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C / 15
seg,62°C/1minou65°C/1mine72°C/1min.

5.3.1.3. Determinacdo da concentracdo do DNA plasmidial das espécies de

fungo estudadas e estabelecimento da curva padréo do teste

Diferentes diluicdes dos plasmideos pCALB, pCTR, pCPA, pCGL, pCN e
pAFUM foram testadas a fim de estabelecer a curva padréo e identificar a
menor concentracdo de DNA fungico que poderia ser detectada na reacédo. As
concentracdes dos reagentes foram: 10 pL de Power SYBR Green PCR Master
Mix (2X) 1 pL do iniciador senso (5 pmol), 1 pL do iniciador anti-senso (5 pmol)
de cada espécie (CALB1 + CALB2, CTR1 + CTR2, CPA2 + CPA3, CGL1 +
CGL2, CN4 + CN5 e AFUM1 + AFUM2) , 7 puL de agua DEPC e 1 pL do
plasmideo (12,5 ng) e nas seguintes diluicbes: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000 e
1/100.000. Em todos os testes foram incluidos controles negativos da reacao e
todas as amostras foram aplicadas em duplicata. Foram para isso testadas as
2 melhores temperaturas de anelamento obtidas nos testes de otimizacdo dos
iniciadores: 60°C e 62°C.

As condigbes para a amplificagdo foram: 95 °C / 10 min, 40 ciclos de
temperatura, sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C /1 minou 62 °C/ 1 mine 72 °C /1

min.

5.3.1.4. Determinagéo da concentracdo do DNA humano + DNA plasmidial das

espécies de fungo estudadas

Diferentes concentracdes de DNA humano foram aplicadas juntamente

com os plasmideos a fim de verificar a inibicdo da reacdo pela quantidade de
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DNA total (humano e do fungo) na amostra. As concentracdes dos reagentes
foram: 10 uL de Power SYBR Green PCR Master Mix (2X) 1 pL do iniciador
senso (5 pmol), 1 pL do iniciador anti-senso (5 pmol) de cada espécie, 7 uL de
agua DEPC, 1 pL do plasmideo (10 ng) e 1 pL DNA humano nas seguintes
concentracdes: 200 ng, 100 ng e 50 ng. Em todos os testes foram incluidos
controles negativos da reacdo e todas as amostras foram aplicadas em
duplicata. As condi¢bes para a amplificagdo foram as seguintes: 95 °C / 10 min,
40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C /15 seg, 60 °C /1 mine 72 °C/ 1 min.

5.3.1.5. Teste de formacao de dimeros com diferentes pares de iniciadores

Foram realizadas PCRs do tipo multiplex incluindo em cada reacao: o
plasmideo contendo a sequéncia do fungo analisado, seu respectivo par de
iniciadores e um par de iniciadores diferente com a finalidade de verificar
reacao cruzada entre os diferentes pares de iniciadores. Para este teste foram
escolhidos os conjuntos de iniciadores e plasmideos que apresentaram 0s
melhores resultados na curva padrao.

Para a reacdo com o plasmideo pAFUM foram incluidos os seguintes
pares de iniciadores: AFUM + CALB, AFUM + CTR e AFUM + CGL. Para a
reacdo com o pCALB os seguintes pares de iniciadores: CALB + AFUM, CALB
+ CTR e CALB + CGL; para a reacdo com o pCGL, os seguintes pares de
iniciador: CGL+ AFUM, CGL+CALB e CGL + CTR; e, para o pCTR: CTR +
AFUM, CTR + CALB e CTR + CGL. Em cada reacao foram usados 10ng de
plasmideo e 5 pmol de cada iniciador. Os controles negativos usados foram
todas as combinacdes dos iniciadores aplicadas em diferentes reacdes sem 0s
plasmideos. As condi¢bes para a amplificacdo foram as seguintes: 95 °C /10
min, 40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C /15 seg, 60 °C /1 mine 72 °C /1

min, sendo todas as amostras aplicadas em duplicata.

5.3.1.6. Teste de reagdo cruzada utilizando diferentes plasmideos com o0s
iniciadores CALB1 e CALB2 em PCR do tipo multiplex

Os pares de iniciadores CALB1 e CALB2 (sendo este ultimo o que

apresentou os melhores resultados nos testes anteriores com seu respectivo
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plasmideo) foram utilizados para um teste com diferentes plasmideos em
diferentes reagdes, visando identificar a ocorréncia de resultados inespecificos
e a ocorréncia de reagdo cruzada entre as diferentes espécies de fungo
analisadas. As reacdes foram as seguintes:

Reacédo 1: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB

Reacéo 2: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pAFUM

Reacéo 3: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL

Reacao 4: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCTR

Reacéao 5: Iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL + pCTR

5.3.2. Sistemas de deteccdo TagMan®

Baseados nos resultados obtidos no sistema SYBR Green foram
realizados testes para andlise do tipo quantitativa absoluta utilizando o sistema
TagMan com sondas especificas desenhadas com o auxilio do programa
Primer Express versao 2.0
(http://home.appliedbiosystems.com/support/tutorials/TagMan/TagMan_probes
~121502.cfm) e checadas com o banco de dados do GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

As sondas foram desenhadas observando os critérios: (1) Tamanho
entre 20 e 27 pares de bases; (2) Nado ter mais que 4 bases repetidas; (3)
Distancia de 10 a 20 bases do iniciador que ira anelar na sequéncia alvo; (4)
TM de aproximadamente 10 °C acima do TM dos iniciadores, sendo o TM dos
iniciadores entre 58-60 °C; e (5) Conteudo de Guanina e Citosina (G +C%) de
40-80 %; sendo o critério mais relevante a sequéncia com menor homologia
entre as diversas espécies utilizadas, independente dos demais critérios. Todas
as sondas utilizadas foram conjugadas com a fluorescéncia FAM e o quencher

MBG, exceto a sonda para o ITS, que foi conjugado com o VIC.

5.3.2.1. Determinagdo de curva padrdao com diferentes concentracbes dos

plasmideos analisados com seus respectivos pares de iniciadores e sondas

Depois de estabelecido o protocolo de reagdo, foram realizados trés

experimentos em dias diferentes para determinar a curva padrédo utilizando


http://home.appliedbiosystems.com/support/tutorials/taqman/taqman_probes_121502.cfm
http://home.appliedbiosystems.com/support/tutorials/taqman/taqman_probes_121502.cfm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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cada sonda com seu respectivo par de iniciador e plasmideo contendo as
sequéncias de rDNA da espécie de fungo testada em diluicbes seriadas em
duplicata. A equacgéo da reta da curva produzida em funcdo das diferentes
concentracbes de plasmideos e seus respectivos ciclos de amplificacdo
referéncia (CT, Cycle Threshold) foi utilizada na determinacdo das
concentracdes de DNA de fungo nas amostras.

As condi¢bes dos reagentes da PCR para cada reacéo foram: 10 pL de
TagMan Master Mix (2X) 1 pL do iniciador senso (5 pmol), 1 pL do iniciador
anti-senso (5 pmol), 6 uL de agua DEPC, 1 pL da sonda especifica (250 nM) e
1 pL do plasmideo (100 ng até 0,001 ng). As reacBes foram testadas para as
seguintes espécies fungicas: A. fumigatus, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata
e C. neoformans. As condi¢des para a amplificagdo foram: 95 °C / 10 min, 40

ciclos de temperatura, sendo 95 °C / 15 seg, 60 °C/1 mine 72 °C /1 min.

5.3.2.2. Reagéo cruzada entre os iniciadores com rDNA dos diferentes

plasmideos analisados

Foram realizados testes com os iniciadores de cada fungo (CALB, CTR,
CGL, CN e AFUM) e suas respectivas sondas em presenca de rDNA das
demais espécies de fungo subclonadas em plasmideo, visando avaliar a
possivel reacao cruzada entre os iniciadores e sondas e as sequéncias de DNA
de outra espécie de fungo.

As condi¢cdes dos reagentes da PCR para cada reacdo foram: 10 pL de
TagMan Master Mix (2X) 1 pL do iniciador senso (5 pmol), 1 pL do iniciador
anti-senso (5 pmol), 6 uL de dgua DEPC, 1 pL da sonda especifica (250 nM) e
1 pL de plasmideo em duas diferentes concentragds: 10 ng e 1 ng. As
condicdes para a amplificagdo foram: 95 °C / 10 min, 40 ciclos de temperatura,
sendo 95 °C/15seqg, 60 °C/1mine 72 °C/1 min.

5.4. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo do teste molecular na identificacdo da infeccao fungica
foram utilizadas tabelas do tipo 2x2 para calculo da sensibilidade,

especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo utilizando o
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programa Epilnfo 6.04. A concordancia entre os testes foi avaliada pelo indice

Kappa.
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6. RESULTADOS

6.1. CONSTRUCAO DE CONTROLES PLASMIDIAIS POSITIVOS PARA
TESTE DIAGNOSTICO DE INFECCAO FUNGICA

Sete controles positivos para o teste molecular de infeccdo fungica,
construidos conforme descrito em materiais e métodos, tiveram sua sequéncia
confirmada pelo seqiienciamento do plasmideo recombinante.

A lista de plasmideo utilizando durante o estudo esta mostrada na tabela

Tabela 2 - Lista de plasmideos recombinantes contendo sequéncia de rDNA de
espécies de fungos construidos neste estudo como controle positivo do teste
molecular.

Plasmideo = Concentracéo A260 A280 260/280  260/230

pCALB 4200,1ng/pL 84,003 41,811 2,01 2,37
pCTR 4338,4ng/pL 86,768 43,206 2,01 2,39
pCGL 4522,9ng/pL 90,459 44,934 2,01 2,39
pCPA 4970,8ng/pL 99,416 49,56 2,01 2,36
pCN 5146,1ng/pL 102,921 50,904 20,02 2,38
pAFUM 5274,9ng/uL 105,498 52,617 2,01 2,36

LYRA, Juliana (2014).

As condi¢des de PCR convencional simples e multiplex publicadas foram
reproduzidas utilizando como DNA alvo cada plasmideo contendo a sequéncia

do rDNA das espécies de fungo subclonada (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem de gel de agarose de PCR convencional usando
plasmideos controles com sequéncia fungica subclonadas. Gel de
Agarose 2,5% Parte superior do Gel- PCR Multiplex 1 mostrando,
CGL = controle positivo para Candida glabrata; CTR = controle
positivo para Candida tropicallis; CPA = controle positivo para
Candida parapisilosis; PM = peso molecular 100pb; CN = controle
negativo da reacdo de PCR. Parte inferior do Gel- PCR Multiplex 2
mostrando, AFUM = controle positivo para Aspergillus fumigatus;
CALB = controle positivo para Candida albcans; CNeo = controle
positivo para Cryptococcus neoformans; PM = peso molecular
100pb; CN = controle negativo da reacdo de PCR.

CALB CNeo

LYRA, Juliana (2014)

6.2. AVALIACAO DO TESTE MOLECULAR CONVENCIONAL NO
DIAGNOSTICO DE INFECCAO FUNGICA

Dos 84 pacientes analisados na pesquisa, 46 foram adultos e 38
neonatos. Dos 46 pacientes adultos foram analisadas 82 amostras distribuidas
em 74 eventos de infeccdo, i.e, 8 das amostras sdo segundas amostras
coletadas de um mesmo evento, visando aumentar a probabilidade de sucesso
na cultura. Dos 38 pacientes neonatos foram analisadas 62 amostras
distribuidas em 58 eventos, sendo 4 delas segundas amostras de um mesmo
evento. Considerando o critério clinico e microbiolégico, a frequéncia de

eventos de infecgéo por fungo foi de 39,2% em pacientes oncoldgicos adultos e
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de 37,9% em neonatos. A frequéncia de eventos ITS positivos em pacientes
adultos oncoldgicos foi de 67,6% (50 eventos) e 50% em pacientes neonatos
(29 eventos).

Considerando os critérios microbioldgico e clinico, incluindo resposta ao
tratamento antifUngico, como padrédo-ouro para definicdo de infeccéo fungica,
55 amostras foram coletadas de pacientes considerados clinicamente com
infeccdo fungica, e 89 amostras de pacientes sem infeccdo fungica. A
sensibilidade do teste para deteccéo da infeccéo fungica utilizando a sequéncia
ITS foi de 54,5 % para 0 grupo neonato e 75,8% para pacientes adultos em
quimioterapia. O valor preditivo positivo foi 44%, e o valor preditivo negativo foi
de 70% quando analisados o0s grupos de neonatos e adultos em uso de

quimioterapicos juntos, mais detalhes na tabela 3.

Tabela 3 - Indicadores de desempenho da PCR convencional (VPP, valor preditivo positivo;
VPN, valor preditivo negativo; N, nimero de amostras; *, numero de pacientes
testados).

PCR X N Sensibilidade (%) Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)

Padrao-ouro

Neonatais (51*) 62 54,5% (32,7-74,9) 57,5% (41,0-72,6) 41,4% (24,1-60,9) 69,7%
(51,1-83,8)

Adultos (49%) 82 75,8% (57,4-88,3) 38,8% (25,5-53,8) 45,5% (32,2-59,3) 70,4%
(49,7-85,5)
Neonatais e 144 67,3% (53,2-79,0) 47,2% (36,6-58,0) 44,0% (33,4-55,3) 70,0%
(56,6-80,8)

Adultos (100%)
LYRA, Juliana (2014).

A PCR convencional mostrou concordancia baixa em relacdo ao
diagnéstico de infeccdo fangica considerando a clinica associada ao
diagndstico microbioldgico e resposta ao tratamento antifingico como padréo

ouro (Tabela 4).
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Tabela 4 - Concordancia entre PCR convencional e dados clinicos
das amostras dos pacientes analisados.

N Concordancia Kappa p-value
Neonatais 62 0,564516 0,112407 0,181542
Adultos 82 0,536585 0,131065
0,084834
Neonatais e Adultos 144 0,548611 0,131403
0,043587

LYRA, Juliana (2014)

Considerando o primeiro evento de infeccdo nos 38 pacientes neonatos,
15 amostras (39,5%) foram ITS positivas e dessas, 7 (46,7%) coincidiram com
o resultado clinico e/ou microbiolégico; das 23 primeiras amostras ITS
negativas em neonatos 14 (60,9%) tiveram resultado coincidente com o padrao
ouro do teste. Em relacdo ao primeiro evento infeccioso dos 46 pacientes
adultos oncoldgicos, 18 (34,8%) amostras foram ITS positivas, das quais 12
(66,7%) amostras também apresentaram resultado positivo na clinica e/ou
microbiolégico; e das 28 amostras negativas 11 (39,3%) apresentaram o

resultado negativo também quando utilizado o padréo ouro para diagnostico.

A espécie do fungo foi determinada nas 84 amostras positivas para ITS
usando a PCR multiplex conforme apresentado na metodologia. Dessas, 38
amostras apresentaram resultado negativo para todos os seis tipos de fungos
testados sendo 9 (23,7%) delas provenientes de pacientes neonatos e 29
(76,3%) provenientes de pacientes adultos oncolégicos. A C. glabrata foi a
espécie mais prevalente dentre os pacientes neonatos (50% dos eventos), ja
as infecgdes em pacientes adultos imunocomprometidos apresentaram maior
diversidade de espécies identificadas, sendo a C. parapsilosis a mais

prevalente, seguida por C. neoformans e C. glabrata (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribuicdo de espécies fungicas diagnosticadas pelo PCR convencional
multiplex em pacientes imunocomprometidos em diferentes unidades hospitalares em
Pernambuco.

Organismo Neonatos (n) Adultos(n) Total(n)
(HAM) (HEMOPE + HE)

Aspergillus fumigatus 0 0 0
Candida albicans 1 1 2
Candida glabrata 8 5 13
Candida tropicalis 1 2 3
Candida parapsilosis 3 9 12
Cryptoccocus neoformans 1 6 7
C. albicans + C. neoformans 1 0 1
C. tropicalis + C. parapsilosis 1 0 1
C. glabrata + C. parapsilosis 2 1 3
C. parapsilosis + C. neoformans 1 2 3
C. albicans + C. parapsilosis + C. 1 0 1
neoformans

Total 20 26 46

LYRA, Juliana (2014).

6.3. SISTEMA DE DETECCAO SYBR GREEN ®

Considerando as condi¢cdes da PCR convencional, a qPCR, utilizando o
sistema SYBR Green, mostrou variagcdes na especificidade dos iniciadores
obtidos na literatura (Luo and Mitchell, 2002) a julgar pela média das
temperaturas melting obtidas em diferentes experimentos com diferentes
concentracbes de iniciadores e de sequéncia alvo, conforme mostrado na
Tabela 6.
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Tabela 6. Desempenho das curvas melting obtidas em diferentes
experimentos com os plasmideos pCALB, pCTR, pCGL, pCN, pCPA e
pAFUM e seus respectivos pares de iniciadores. * TM = Temperatura

de Melting.
Curva melting 1 Curva melting 2
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
Alvo T™M* ™ ™ ™
pCALB 81,06 0,61
pCTR 79,24 1,34
pCGL 78,67 0,33
pCN 80,38 0,41
pCPA 79,54 1,42 74,04 0,15
pAFUM 79,23 191 88,40 0,56

LYRA, Juliana (2014).

Reacdes realizadas com plasmideos contendo rDNA dos diversos
fungos na presenca de iniciadores nas concentractes de 25 pmol, 12 pmol, 5
pmol, 3pmol e 1,5 pmol apresentaram curvas melting com formas semelhantes
para cada sistema e amplitudes reduzidas nas concentracdes de 3 e 1,5 pmol,
sendo a concentracdo de 5 pmol de cada iniciador considerada em futuros

experimentos.

Testes com diferentes temperaturas de amplificacdo foram realizados
com o objetivo de aumentar a especificidade da reacdo. Reacdes realizadas
com os plasmideos controles a temperaturas de 60°C, 62°C e 65°C
apresentaram curvas melting com formas semelhantes para amplificacdo do
rDNA de C.albicans (Figura 4A), C. tropicalis (Figura 4B), C. glabrata (Figura
4C) e C. neoformans (Figura 4D), mas com menor amplitude em temperaturas
maiores de 62°C. N&do houve amplificacdo do fragmento de rDNA de C.
parapsilosis (Figura 4E) em temperaturas maiores que 60°C, e o0 aumento da
temperatura de amplificacdo néo foi traduzido em melhora da especificidade da
amplificacéo para o rDNA de A.fumigatus (Figura 4F). N&o obstante, a forma
das curvas difere do esperado, excetuando a curva melting do sistema para
deteccdo do C.neoformans, que foi a Unica bem definida (Figura 4D). As
reacoes para identificacdo de C. albicans, C. tropicalis e C.glabrata
apresentaram alargamento da base da curva melting, sugerindo a ocorréncia
de hibridizacao dos iniciadores em diferentes regifes da sequéncia alvo (Figura
4A, 4B e 4C). Enquanto, as reacdes de amplificacdo das sequéncias de rDNA

de C. parapsilosis e A. fumigatus apresentaram dois picos, sugerindo a
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formacdo de dimeros e, possivel, hibridizacdo em sequéncia inespecifica
(Figura 4E, 4F).

Figura 4 - Curva melting dos fragmentos de rDNA dos diversos fungos estudados amplificados

com temperatura de anelamento de 60°C (coluna 1), 62°C (coluna 2) e de 65°C (coluna 3).
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A amplitude da curva melting de cada sistema variou com diferentes

concentracbes de DNA plasmidial (Figura 5). Por outro lado, a forma das

curvas melting resultantes das amplificacdes realizadas apenas na presenca de

plasmideo recombinante e respectivos iniciadores, sugere que o desenho do

iniciador utilizado para a detecgdo especifica das espécies (sequéncia de

bases e tamanho) permite a hibridizagdo em outras regides do rDNA da

espécie em cada sistema testado. A dificuldade no desenho de iniciadores
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especificos para cada espécie de fungo deve-se a homologia entre as
sequéncias de Candidas, e, possivelmente, devido a existéncia de mdultiplas

cOpias de sequéncias génicas nessa regiao.

Figura 5 - Reacdes de amplificacdo das sequéncias de rDNA de (A) C. albicans, (B) C.
tropicalis, (C) C. glabrata, (D) C. neoformans, (E) C. parapsilosis e (F) A. fumigatus nas
concentracao de 10 ng, 1ng, 0,1ng, 0,01ng, 0,01ng e 0,001ng dos respectivos plasmideos
recombinantes e pares de iniciadores.
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A formacdo de picos inespecificos observada com os iniciadores do
sistema de deteccdo de A.fumigatus e C.parapsilosis inviabilizou a utilizacéo
desses sistemas no diagnostico de infeccdo fungica. Ademais, em reacdes
multiplex, os iniciadores AFUM1 e AFUM2 formaram dimeros com o0s
iniciadores para deteccdo de espécies de Candida como demonstrado no tubo
de reacdo contendo apenas reagentes da reacdo e diferentes pares de
iniciadores (Figura 6A, 6B e 6C). Por outro lado, reagcdo multiplex com
iniciadores para deteccdo de C.albicans e C.tropicalis ndo apresentaram
formacdo de dimeros, a julgar pela curva (baseline) obtida na reacdo com
ambos pares de iniciadores e sem plasmideo recombinante, e a curva em
forma de sino correspondendo a reacdo na presenca dos respectivos
plasmideos recombinantes (Figura 6D). Da mesma forma, nas reacles
multiplex com iniciadores para deteccdo conjunta de C.albicans e C.glabrata
(Figura 6E) e para deteccdo conjunta de C.tropicalis e C.glabrata (Figura 6F)

nao foram observados a formacao de dimeros.
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Figura 6 - Curva de melting da PCR em tempo real usando o sistema SYBR Green contendo: (A)
Os iniciadores AFUM 1+ AFUM2 e CALB1 +CALB2; (B) Os iniciadores AFUM 1+ AFUM2 e
CTR1 + CTR2; (C) Os iniciadores AFUM 1+ AFUM2 e CGL1+ CGL2; (D) Os iniciadores CALB1 +
CALB2, CTR1 + CTR2 e os plasmideos pCALB e pCTR; (E) Os iniciadores CALB1 + CALB2,
CGL1+ CGL2 e os plasmideos pCALB e pCGL; (F) Os iniciadores CTR1 + CTR2, CGL1+ CGL2
e os plasmideos pCTR e pCGL.
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(E) Iniciadores CALB + CGL + pCALB + (F) Iniciadores CTR + CGL+ pCTR + pCGL
pCGL
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A possivel reacdo inespecifica resultante da mistura de cada par de
iniciador com sequéncias de rDNA de outras espécies na forma de plasmideos
recombinantes (pCALB, pCTR, pCGL e pCN) também foi investigada. Reacdes
com iniciadores para deteccao de C.albicans (Figura 7A) e C.tropicais (Figura
7B) apresentaram curva melting de grande amplitude na presenca dos
respectivos plasmideos recombinante (pCALB e pCTR); e curvas de pequena
amplitude com rDNA subclonado de outras espécies fungicas, contudo, a
correspondente curva de amplificacdo dessas reacdes inespecificas teve
origem ao final da reacdo de amplificacdo (CT>30, curvas ndo mostradas),
qgquando possivelmente j4 existe uma diminuicdo de oferta de alguns
nucleotideos, favorecendo o surgimento dessas curvas inespecificas. Os
iniciadores para deteccdo de C.glabrata n&o apresentaram amplificacdo
inespecifica (Figura 7C). Por outro lado, o teste de especificidade com
iniciadores de C. neoformans e cada um dos plasmideos com rDNA
subclonados dos demais fungos mostrou a presenca de bandas inespecificas

para todas as reacOes analisadas (Figura 7D). Devido a possibilidade de
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infeccdo mista em amostras clinicas, a reac¢do para deteccdo de C.neoformans

com esses iniciadores nao foi mais considerada.

Figura 7 - Curva melting com (A) Anelamento entre os iniciadores CALB1 + CALB2 e os
plasmideos pCALB, pCTR, pCGL e pCN; (B) Anelamento entre os iniciadores CTR1 + CTR2 e
os plasmideos pCTR, pCALB, pCGL e pCN; (C) Anelamento entre os iniciadores CGL1 + CGL2
e os plasmideos pCGL, pCALB, pCTR e pCN; (D) Anelamento entre os iniciadores CN4 + CN5
e os plasmideos pCN, pCALB, pCTR e pCGL.
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Os iniciadores usados para deteccao de C. albicans foram submetidos a
testes preliminares para avaliar se esses iniciadores anelavam nas sequéncias
das demais espécies desse género, devido a similaridade das sequéncias

gendmicas de espécies do género Candida. Teste de reagdo cruzada entre
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diferentes amostras de DNA plasmidial (pCALB, pCGL, pCTR) com os
iniciadores CALB1 e CALB2 apresentaram curvas de melting semelhantes em
todas as combinacgdes, ndo sendo visualizado um segundo pico, confirmando a
auséncia de reacdo cruzada com os demais plasmideos. Nao afastando,
contudo, a possibilidade do iniciador reconhecer outras areas do genoma da
mesma espécie de fungo para o qual foi concebido, devido a existéncia de
repeticdes na regido alvo para o teste molecular (Figura 8).

Figura 8 - Teste de reacdo cruzada entre diferentes amostras de DNA plasmidial com os
iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB (A), iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pAFUM (B),
iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL (C), iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB +
pPCTR (D) e iniciadores CALB1 e CALB2 + pCALB + pCGL + pCTR (E).
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Na prética, a amostra biologica submetida a pesquisa de genoma de
microrganismo é constituida de grande quantidade de DNA gendmico humano
acrescido ou ndo de menor quantidade relativa de DNA ex6geno no caso de
infeccdo. Nesse contexto, € necessario determinar no protocolo de reacdo a
concentracdo de DNA da amostra que deve ser utilizada. A concentracdo ideal
seria a maior possivel para identificar pequenas quantidades de DNA de
patégeno dissolvido em DNA humano, e a menor possivel para evitar inibicao
da reacdo de PCR. Desta forma, testamos diferentes concentracfes de DNA
humano juntamente com o DNA plasmidial de cada fungo em concentracées
fixas para avaliar a interferéncia de grandes quantidades de DNA na reacéo.

Em todas as amostras foi notada diminuicédo da eficicia da reacdo com o

aumento da quantidade de DNA na amostra de 50 ng para 200 ng (Figura 9).
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Figura 9 - Curva incluindo 10 ng de DNA plasmidial e diferentes concentra¢cdes de DNA humano:
200 ng (linha vermelha), 100 ng (linha amarela) e 50 ng (linha verde) e sua respectiva curva de
Melt. A. pCALB, B. pCTR, C. pCGL, D. pCPA, E.pCNEO, F. pAFUM.

Meit Curve Melt Curve Melt Curve

A B C

Tempsrsturs (C)

Melt Curve Melt Curve Melt Curve

Dertesive Reprter (-Fn)
ertelive Reporter (-1
-

LYRA, Juliana (2014).

6.4. SISTEMAS DE DETECCAO TAQMAN®

Com base nos resultados do teste utilizando o sistema SYBR Green
para deteccao de infeccao fungica, foi decidido: (1) utilizar o sistema TagMan
de deteccéo, (2) desenhar novos iniciadores para deteccdo de A. fumigatus e
C. neoformans, além de (3) desenhar sondas para cada sistema usando como
quencher a molécula MGB, permitindo a utilizacdo de sondas pequenas de
sequéncias ndo-homologas entre as espécies testadas.

Os testes para estabelecimento da curva padrdao com os plasmideos e
sondas usados para a deteccao de C. albicans, C. tropicalis. C. neoformans e

A. fumigatus, apresentaram reprodutibilidade nos trés testes realizados em dias



66

diferentes, o threshold para cada curva foi calculado com base na média

individual de cada experimento, sendo o threshold da C. albicans= 0,0180, C.

tropicalis =0,057, C. glabrata = 0.035, C. neoformans = 0,333 e A. fumigatus =

0,0350 (Figura 10). Em todos os experimentos foram utilizadas amostras

diluidas no momento da reacéo.

Figura 10 - Curvas de amplificac@o utilizando o sistema TagMan para deteccdo de C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. neoformans e A. fumigatus realizadas em diferentes momentos (triplicata).
Exp.1: Experimento n.1 realizado em 08.01.2013. Exp.2: Experimento n.2 realizado em 09.01.2013.
Exp.3: Experimento n.3 realizado em 11.01.2013.
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A reacdo com iniciadores e sondas especificos para deteccdo de C.

albicans (Figura 11A) e de C. tropicalis (Figura 11B) na presenca de alvos de

DNA de diferentes espécies de fungo escolhidos dentre os plasmideos pCALB,

pCTR, pCGL, pCPA, pCN ou pAFUM apresentaram curva de amplificacdo com

CT (Cycle Threshold) maior que 32 em ambas diluicbes testadas, enquanto a

teste de reacdo cruzada com o sistema de deteccéo para C. glabrata (Figuras

11C) e C. neoformans (Figura 11D) apresentaram um CT de 31, definindo como

ponto de corte de reacdo positiva o CT igual a 30, além desse valor a

probabilidade da ocorréncia de falsos positivos pode aumentar.

A mistura da reacdo para a deteccdo de A. fumigatus ndo amplificou

sequencias de rDNA das demais espécies de fungos avaliadas (Figura 11E).

Figura 11 - Teste de reagéo cruzada e formacdo de dimeros entre os plasmideos utilizados no
estudo e os iniciadores e sondas para amplificacdo do DNA dos fungos: CALB, CTR, CGL, CN e

AFUM.
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7. DISCUSSAO

A ocorréncia de casos de candidemia em hospitais terciarios aumentou
substancialmente nas ultimas décadas em diferentes partes do mundo. As
melhores casuisticas sobre a relevancia de candidemia em hospitais terciarios
foram publicadas nos Estados Unidos. Durante os anos de 1980 a 1990, o
Centro de Controle de Doencas de Atlanta, coletou dados de infeccbes
fungicas nosocomiais em 115 hospitais, reunindo um total de 30.477 infec¢des
fungicas documentadas. Neste universo, foi possivel observar que nos anos 80
houve um aumento da ordem de 400% na incidéncia de candidemia nos
principais hospitais americanos (Beck-Sagué et al., 1993).

Considerando apenas os critérios microbiologicos, ndés encontramos
uma frequéncia de infeccdo flngica nos pacientes adultos em tratamento
quimioterapico com neutropenia (39,2%) semelhante a observada em neonatos
(37,9%), e inferiores as taxas observadas quando considerando a andlise
molecular tanto nos pacientes adultos (67,6%) quanto nos neonatos (50%),
ilustrando a limitagdo dos testes microbiol6gicos como metodologia exclusiva
para o diagnostico de infec¢do fungica. A expressdo da doenca fungica é
muitas vezes a fungemia, cuja dificuldade de diagndstico pelo exame direto em
amostra de sangue, e as limitacdes técnicas para o isolamento de espécies de
fungo, principalmente filamentoso, devido ao meio de condicionamento,
transporte, aporte de oxigénio, e periodo longo de cultivo sujeito a infecgao
secundaria, em conjunto, torna dificil o diagndstico microbiolégico de infeccéo
fungica nesses casos (Benjamin et al., 2000; McLintock et al., 2004; Ribeiro et
al., 2006).

A frequéncia de infeccdo fungica foi superior a frequéncia (15,4%)
relatada por Jordanides e colaboradores (2005) dentre 78 pacientes adultos
com cancer no Reino Unido usando gPCR, e semelhante a frequiéncia (46,3%)
relatada por Dendis e colaboradores (2003) em 24 pacientes adultos
neutropénicos internados em Hospital Universitario na Republica Tcheca
diagnosticados com infec¢do fangica utilizando técnicas moleculares (PCR e
RFLP), e também a frequéncia (61,2%) observada por Mandhaniya e

colaboradores (2011) em criangas com cancer em hospital da India usando a
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gPCR, refletindo possivelmente a qualidade da atencdo a saude, incluindo
estratégia de diagndstico e tratamento dispensadas aos pacientes dos
diferentes servicos de saude dos diferentes paises.

No Brasil, estudo realizado por Colombo e colaboradores em seis
hospitais terciarios do Rio de Janeiro e Sado Paulo, envolvendo 145 episodios
de candidemia, mostrou que as espécies mais frequentemente isoladas foram
C. albicans (37%), C. parapsilosis (25%), C. tropicalis (24%), C. rugosa (5%) e
C. glabrata (4%), mostrando a relevancia de infecgbes invasivas por C.
parapsilosis e C. tropicalis no nosso meio (Colombo et al., 2003b). Em 2011, os
mesmos autores estudando pacientes adultos e pediatricos atendidos em
hospitais terciarios localizados em cidades distribuidas no sul, sudeste e regido
central do Brasil mostraram maior frequéncia de C. albicans tanto em adultos
(41%) quanto em criancas (40%); a frequéncia dos demais tipos de fungo
encontrados variou de acordo com a idade do paciente. Em adultos a segunda
espécie mais encontrada foi a C. tropicalis (24%) seguida da C. parapsilosis
(21%), nos pacientes pediatricos a segunda espécie mais isolada foi a C.
parapsilosis (21%) seguida da C. tropicalis (15%).

A distribuicdo de espécies fungicas identificadas no presente estudo
diferiu da apresentada por Colombo e colaboradores. Além de néo ter sido
possivel identificar a espécie de fungo pela PCR convencional em 38 das 84
(45,2%) amostras positivas para ITS, as espécies mais identificadas foram C.
parapsilosis (23,8%), C. glabrata (19%), C.neoformans (14,2%), C. tropicalis e
C. albicans (ambas em 4,7% dos casos). A C. glabrata (50%) representou a
espécie responsavel pela maioria das infeccbes nos neonatos atendidos na
unidade de terapia intensiva do HAM, refletindo possivel fator ambiental
relacionado a circulacdo dessa espécie, enquanto no grupo dos pacientes
adultos com neutropenia as espécies de fungo mais frequentes foram as de C.
parapsilosis, C. neoformans e C. glabrata, sugerindo a possivel influencia da
flora nosocomial dos hospitais HEMOPE e HE, mas também devido ao
tratamento antifUngico profilatico recebido pelos pacientes adultos em
tratamento de cancer nessas unidades de saude.

Apesar de varios autores ter relatado que a C. albicans é o agente
etiologico mais frequente da infec¢cdo oportunista nosocomial (Colombo et al.,
2003; Shetty, 2005; Bailey, 2009 and Oberoy, 2012), a distribuicdo da
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frequencia de fungos parece estar relacionada a populacdo estudada e a area
geografica. A infeccdo oportunista em pacientes neutropénicos de alto risco na
Alemanha também apresentou diferencas quanto ao agente etioldgico sendo
causada na maioria por Aspergillus (22,8%) seguida por C.albicans (13%) e
C.glabrata (5,4%) (Hebart et al., 2000).

Os nove casos de infeccdo por multiplas espécies de fungo encontrada
em nosso estudo ndo € usual, mas Klingspor e Jalal (2006), utilizando PCR em
tempo real para avaliacdo de amostras clinicas de pacientes com suspeita de
infeccdo fungica em um hospital universitario da Suécia, encontraram em dois
pacientes infec¢cdes mistas (C. albicans e Aspergillus).

Nosso estudo apresentou um teste molecular baseado em PCR
convencional para deteccdo de infeccdo fangica com sensibilidade de 67,3%
(53,2-79,0), especificidade de 47,2% (36,6-58,0), valor preditivo positivo de
44,0% (33,4-55,3) e valor preditivo negativo de 70,0% (56,6-80,8). Esse
desempenho é inferior ao apresentado por Hebart e colaboradores (2000) cujo
protocolo da PCR convencional, visando o diagnostico de infeccdo fungica,
mostrou sensibilidade de 100%, especificidade de 73%, valor preditivo positivo
de 36,8 e valor preditivo negativo de 100%. A diferenca entre os dois testes
esta na utilizacdo de uma etapa posterior de hibridizacao do produto de PCR
amplificado com iniciadores para a regido ITS do genoma de fungos, com
sondas marcadas para a identificacdo da espécie, aumentando a
especificidade e sensibilidade do método.

Visando melhorar o desempenho do teste utilizado pelo nosso grupo,
decidimos migrar para o sistema de deteccdo SYBR Green devido a sua
melhor sensibilidade em relacdo a PCR convencional e ao seu menor custo em
relacdo ao sistema TagMan®, mas alguns resultados sugeriram a ocorréncia
de reagOes inespecificas entre os iniciadores e entre iniciadores e outras
sequéncias de DNA que ndo eram o alvo proposto, como mostrado em relacdo
aos iniciadores AFUM para deteccdo de genoma de Aspergillus. A curva de
melting mais alargada também sugeriu algum grau de inespecificidade dos
iniciadores para espécies de Candidas que podem estar anelando em outra
regido do genoma da mesma espécie de Candida para o qual os iniciadores

foram desenhados, isso pode ser explicado, em parte, pela presenca de
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sequencias de repeticdo caracteristicas da regido alvo escolhida (Khot et
al.,2009).

Devido a dificuldade em encontrar regides apropriadas nas sequéncias
de rDNA das diversas espécies estudadas para desenhar novos iniciadores
com menor homologia em relacdo a outras sequéncias, foi proposta a utilizacao
do sistema de deteccdo TagMan®, que devido ao uso de sondas de DNA muito
pequenas (~15pb) ancoradas no interior da sequéncia amplificada pelos
iniciadores diminuem as chances da sonda se anelarem em outro local que nao
seja a sequéncia alvo, aumentando a especificidade da reacéo. Jordanides e
colaboradores (2005) descreveram protocolo para diagnostico de infeccdo
fungica utilizando a unidade ribossomal 18S como alvo e a metodologia da
gPCR, tendo apresentado sensibilidade de 75%, especificidade de 70%, VPP =
15% e VPN= 98%. Mas, recentemente, foi publicado outro protocolo de gPCR
usando o sistema TagMan® com sonda desenhada para regido ITS do genoma
de Aspergillus, testado em 83 pacientes com neutropenia febril com
consideravel risco de infeccdo por Aspergilose invasiva e o0s resultados
mostraram uma positividade para 20 individuos (14,4%), representando uma
sensibilidade de 91,6%, especificidade de 94,4%, valor preditivo positivo de
73,3% e valor preditivo negativo de 98,5% quando comparados com cultura e
resultados clinicos (Cuenca-Estrella et al., 2009).

A metodologia do gPCR usando o sistema TagMan® de deteccao para
diagnéstico molecular da infeccdo flngica vem apresentando maior
sensibilidade do que testes micolégicos de diagndstico e maior especificidade
em relacéo ao sistema SYBR Green de deteccdo. De uma forma geral, o teste
molecular para diagnéstico de infeccdo flngica desperta menor interesse
comercial, devido (1) as infec¢Bes fungicas serem na sua maioria oportunistas
e superficiais, i.e., ndo ultrapassam a barreira natural da pele; (2) a frequiéncia
de infeccdo fangica ser menor que infecgcdo bacteriana e viral em ambiente
hospitalar, ou ambulatorial, representando uma menor demanda para
testagem; (3) a grande maioria dos casos de infecgéo fungica responder bem a
protocolos de tratamento conhecidos; (4) a populacdo alvo para diagnostico
molecular de infeccao fungica ser basicamente pacientes
imunocomprometidos, incluindo infectados por HIV, portadores de cancer em

tratamento quimioterapico, e pacientes transplantados ou portador de doenca
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autoimune em tratamento imunossupressor; e (5) o custo do teste baseado no
protocolo TagMan® no diagndstico da infeccdo fungica, incluindo investimento
de capital, formacédo de recursos humanos, despesas diretas (reagentes) e
indireta (manutencédo, custo predial, dentre outros) serem no conjunto altos.
Diante desse cenario, a formulacdo de teste em placa para diferentes agentes
etiolégicos, incluindo os principais fungos, virus e bactérias, poderia
incrementar o diagnéstico rapido de infeccdo nessa populagéo alvo, e também
ampliar a indicacdo para realizacdo da testagem em outras populacfes. Nesse
aspecto, recai sobre a academia a responsabilidade no desenvolvimento
biotecnolégico de insumos para saude e da busca de parceiros para traduzir a
pesquisa de produto em benéficio social.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos de PCR convencional do tipo multiplex confirmaram as
condicBes de reacdo previamente publicadas para diagndstico de seis espécies
de fungos (C.albicans, C.glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. neoformans e
A. fumigatus) de importancia médica para a sautde humana.

O teste molecular baseado em PCR convencional multiplex para
deteccao de infeccdo fungica apresentou uma sensibilidade de 67,3% (53,2-79,0),
especificidade de 47,2% (36,6-58,0), valor preditivo positivo de 44,0% (33,4-55,3)
e valor preditivo negativo de 70,0% (56,6-80,8), com uma concordancia
considerada leve em relacdo ao diagnéstico da doenca, baseado na clinica,
comprovacao microbiologica e teste terapéutico.

A distribuicdo das frequéncias das espécies fungicas identificadas na
populacdo estudada diferiu em relagcdo a populacdo de estudo, sendo a C.
parapsilosis mais frequente em pacientes adultos em tratamento quimioterapico
atendidos no Hospital HEMOPE, e a C. glabrata em pacientes neonatos atendidos
no Hospital Agamenon Magalh&es. A baixa frequéncia de infeccdo por C. albicans
pode ter sido influenciada pelo uso profilatico de fungicida.

As curvas melting da PCR em tempo real para deteccdo de genoma de
fungo utilizando o sistema de deteccdo SYBR Green apresentaram temperatura
melting distintas para a reac¢do de amplificacdo de cada espécie de fungo testada.

A analise de diferentes concentracdes de DNA humano acrescidas com
o DNA plasmidial de cada fungo em concentragdes fixas mostrou diminuicdo da
eficacia da reacdo com o aumento da quantidade de DNA na amostra de 50ng
para 200ng.

A formacdo de picos inespecificos observada no sistema de detecgéo
SYBR Green com os iniciadores de A.fumigatus e C.parapsilosis, cujas
sequencias foram retiradas da literatura, inviabilizou a utilizagdo desse sistema no
diagnostico da infeccao por estes fungos.

Os testes para estabelecimento da curva padrao utilizando o sistema
TagMan para a detecgédo de sequencias do genoma de C. albicans, C. tropicalis.
C. neoformans e A. fumigatus (iniciadores desenhados no ambito desse projeto)

subclonadas em plasmideo apresentaram reprodutibilidade em trés experimentos
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em dias diferentes, podendo ser usados como controles positivos para
diagndstico de infecgao fungica em amostras clinicas.

O valor do CT (cycle threshold) igual ou inferior a 30 representa o ponto
de corte do teste diagnostico, utilizando o sistema TagMan, como definido no
estudo, i.e., define a positividade da reacéo; por outro lado CT superior a 30

aumenta a probabilidade de deteccédo de falsos positivos.
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Titulo da pesquisa: Avaliacdo de teste molecular para deteccdo de infeccdo fungica em
populacdo vulnerdvel: pacientes em uso de quimioterapicos e neonatos.

Pesquisadora responsavel: Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva, Centro de Pesquisa Aggeu
Magalh3es / Fundacdo Oswaldo Cruz / Ministério da Saude. Enderego: Av. Moraes Rego, s/n,
Campus da UFPE, Cidade Universitaria, Recife, PE, 50670-420. Tel: 21012618, 99623975.

aceito participar de forma voluntaria desta pesquisa na qual procurarei contribuir
respondendo a perguntas sobre a minha doenga (a doenca do meu filho) através de um
questionario e doacdo de amostra de sangue ou secre¢do que sera colhida para os exames de
rotina e encaminhada para o laboratério, para que seja também utilizada nesse estudo. Esse
estudo tem por objetivo desenvolver um teste de laboratdrio para a deteccdo de infeccdo, sei
que os testes realizados nesse estudo poderdo ndo me beneficiar, e que eu ndo terei nenhuma
despesa com os testes realizados. Os resultados desse estudo serdo divulgados com a garantia
de sigilo sobre a identidade dos participantes.

Os riscos a que estarei exposto sdo aqueles relacionados com a coleta de sangue, ou seja, dor,
infeccdo, sangramento e manchas arroxeadas no local da coleta, que serdo minimizados com
cuidados de higiene na coleta e a pressao local apds a coleta do sangue. Estarei livre para
interromper a qualquer momento minha participacdo no estudo, para isso bastando apenas
comunicar ao responsavel pela pesquisa acima referida. O acompanhamento da minha doenca
nao sera alterado, caso eu desista de participar deste estudo.

Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Aggeu Magalhdes e qualquer
divida ligarei para o nimero 21012500.

Sendo assim, concordo em participar como voluntario ndo remunerado dessa pesquisa,
estando ciente dos riscos e beneficios desses procedimentos para minha pessoa, conforme
exposto acima. Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo sem que isso traga prejuizo para mim. Visto que nada tenho
contra a pesquisa, concordo em assinar o presente termo de consentimento em duas vias
(uma ficara comigo).

Recife, , ,

Voluntario Assinatura

1° testemunha Assinatura

Pesquisador responsavel
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