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Resumo

Paracoccidividomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica causada pelo fungo
termo-dimérfico Paracoccidivides brasiliensis. O fungo é encontrado na
forma de micélio 4 temperatura ambiente e na forma de levedura em fluidos
e tecidos bioldgicos. O diagndstico laboratorial da PCM apresenta limitagtes
como a dificuldade de cultivo, a semelhanga de P. brasiliensis com outros
fungos patogénicos e a dependéncia da resposta imune do hospedeiro.
Neste trabalho uma reaciio em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida
para a detecciio molecular do fungo P. brasiliensis utilizando
oligonucleotideos especificos baseados no fragmento de DNA ESTM-Y6
descrito por Evangelista (2005). Nas condigdes ideais, uma sensibilidade de
25 pg para P. brasiliensis foi observada e nenhuma reacio cruzada com
DNA de outros organismos foi detectada. Esse teste de PCR pode ser til
para diagndstico e estudos epidemioldgicos da PCM.
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Abstract
Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the thermo-

dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis that s found as mycelium
at room temperature and as yeast-like cell in the fluid and biologic tissues.
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The diagnosis of PCM has limitations as difficulty of culture and similarity
of P. brasifiensis with others fungi. In this work, a polymemse chain reaction
(PCR) was standardized for molecular detection of the fungus P. brasifiensis
with specific primers designed on ESTM-Y6 fragment described by Evangelista
(2005). A sensibility of 2,5 pg of DNA from P. brasiliensis was observed and
no cross-reaction with DNA from other organisms was detected. This PCR
assay could be useful for diagnosis and epidemiological studies of PCM.
Key words: Paracoccdioidomicose, Paracoccidioides brasiliensis, ESTM-
Y6, PCR.

INTRODUCAOQ

Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica
causada pelo fungo termo-dimdrfico Paracoccidioides
brasiliensis. A PCM & uma das mais importantes micoses
sistémicas na América Latina ‘". No Brasil ela € freqilente nas
regices Sudeste, Sul e Centro-Oeste e as maiores taxas de
mortalidade sio registradas nos estados de Sao Paulo, Parand,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro .

O diagndstico da PCM baseia-se nos sintomas clinicos e
em testes laboratoriais como a identificacio direta por
microscopia optica, cultivo in vitro, exames histopatologicos
ou testes sorologicos. A identificacdo direta e o cultivo in
vitro apresentam limitacoes como a dependéncia da
experiéncia e habilidade dos técnicos do laboratdrio em
identificar o fungo e o grande tempo necessirio para que o
fungo cresca in vitro *'. Por outro lado, o exame
histopatologico é frequentemente usado para o diagndstico
da PCM, entretanto, ele apresenta algumas limitacoes como a
nio observacio do agente etioldgico devido ao pequeno
tamanho da amostra analisada, e a possibilidade do fungo ser
confundido com outros fungos dimdrficos como Histoplasma
capsilatum ou Coccidioides immitis .
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Para os casos em que o fungo P. brasiliensis nio €
observado na identificacio direta ou no exame histopatoldgico,
testes imunoenzimdticos tém sido desenvolvidos. Dentre os
teste imunoenzimiticos, o Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) € muito utilizado em especial para a deteccio e
a quantificacio de anticorpos anti-gp-43, o principal antigeno
de P. brasiliensis. A reacio de ELISA tem uma alta sensibilidade,
porém, essa sensibilidade nio € necessanamente acompanhada
de uma alta especificidade. Além disso, esta reacio pode ser
influenciada por outros fatores, como as caracteristicas
individuais de cada amostra de soro, dos niveis de producio
de antigenos do isolado do fungo que causou a doenca, e da
resposta imune do paciente .

Métodos novos e ripidos vém sendo desenvolvidos para
o diagnéstico de fungos. Estes incluem a tecnologia de sondas
DNA/RNA e a reacio em cadeia da polimerase (PCR). Em
contraste com métodos convencionais, a PCR € uma reacio
ripida, muito especifica e pode ser usada para detectar
quantidades muito pequenas de DNA. Além disso, a PCR pode
ser realizada como rotina e nio exige um alto nivel de pericia
para a interpretacio dos resultados .

Para auxiliar no diagnéstico da PCM e nos estudos sobre
a ecologia de P. brasiliensis diversas t€cnicas moleculares tém
sido desenvolvidas. Os métodos moleculares podem ser
agrupados em duas categorias: as reacoes de hibridacio e as
reacoes de polimerizacio. Nas primeiras sio usadas sondas
especificas para evidenciar a presenca do DNA do fungo (6).
Enquanto, nas reacoes de polimerizacio hi amplificacio de
um regiio especifica do DNA do fungo usando
oligonucleotidios iniciadores (oligos) 7 % 1011,

Apesar da existéncia de viros trabalhos relacionados a
deteccio molecular do fungo por PCR, ainda € necessiria
uma técnica de PCR espectfica para P. brasiliensis e capaz de
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auxiliar no diagnostico da PCM. O presente trabalho apresenta
a padronizacio de uma PCR para a deteccio do fungo P.
brasiliensis usando oligonucleotideos iniciadores especificos
para fragmento MY6, identificado inicialmente pela técnica
Differential Display Reverse TranscriptasePCR "2,

MATERIAIS E METODOS

Desenbo de oligonucleotideos iniciadores especificos para o
Sfungo P. brasiliensis

Para o desenho de oligonucleotideos iniciadores para P.
brasiliensis foi selecionado o fragmento de DNA ESTM-Y6 (n®
de acesso EY254601 , 12), cuja sequéncia foi analisada pelo
programa computacional Oligo Analyzer 1.1.2. Os
oligonucleotideos foram sintetizados por Invitrogen Life
Tecnologies, USA.

Amostras de fungos

Como DNA molde foram utilizadas amostras de DNA de
P. brasiliensis (cepas LDR 1 e Pbl8), Sporotrix schenkii, H.
capsulatum, Candida albicans (cepa CR15), humano e de
camundongo. As duas cepas de P. brasiliensis foram mantidas
em meio dgar Sabouraud dextrose a 37°C. Os demais fungos
foram cultivados em meio dgar Sabouraud dexwose a 22°C.

Extracdo de DNA

A extracio de DNA total dos fungos foi feita pelo
método de maceracio em nitrogénio liquido e tratamento
com fenol-cloroférmio-ilcool isoamilico, seguido de
precipitacao do DNA com acetato de sédio e etanol absoluto
gelado, como descrito anteriormente 9*. O DNA de humano
e de camundongo foram extraidos a partir de amostras de
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sangue com o sistema de purificacio de DNA GFX Genomic
blood DNA purification, seguindo as orientacoes do
fabricante. (Amersham Biosciences, USA).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacoes foram feitas em um volume final de 25 pL,
contendo 100 de Tagq DNA polimerase (Invitrogen), tampio
de reacio 1x (20mM Tris-HCL, pH 8,4, 50mM KCD, 0,25 mM
de cada dNTP, 2,5 mM de Mg2+ e 0,2 UM de cada oligo. O
programa utilizado foi denaturacio inicial a 93°C por 2 min;
seguida de 35 ciclos de denaturacio a 95°C por 30 seg,
anelamento dos oligonucleotideos a 60°C por 30 seg, extensio
a 720C por 1 min; e extensio final a 72°C por 5 min.

Determinacdo da FEspecificidade da PCR

Para investigar a especificidade desta reacio para o fungo
P. brasiliensis, os oligonucleotideos MY6F e MYOR foram
testados na presenca de DNA genomico dos fungos 5.
schenckii, H. capsulatum e C. albicans, além de DNA humano
e de camundongo.

Determinacdo da Sensibilidade da PCR

Para determinar o limite minimo de deteccio pela PCR,
foram realizadas reacoes utilizando DNA de P. brasiliensis
LDR 1 nas seguintes concentracoes 2,5 ng, 0,25 ng, 25 pg,
25 pg, 0,25 pg, 25 fg, 2,5 fg e 0,25 fg.

Detecgdo dos produtos da PCR

Os produtos das reacdes de PCR foram analisados em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo 0,5 pg/ml
por 15 minutos. Para andlise da sensibilidade da reacio, além
da deteccio em gel de agarose, os produtos da reacio de
PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 10% corado
com nitrato de prata.
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RESULTADOS

Desenbo de oligonucleotideos iniciadores especificos para
P.brasiliensis

Baseado na seqiiéncia do fragmento ESTM-Y6, os
oligonucleotideos MYGF (sense) e MYOR (anti-sense) foram
sintetizados e estdo mostrados na Figura 1. O produto de
amplificacio gerado pelos oligonucleotideos MYGF/MYOR &
de  388pb. O  oligonucleotideo  MYGF (5
CTTTGACGAGTGACAATGATACC-3") tem 23pb, 43,5% de
contetdo de CG e TA de 60,99; ji o oligonucleotideo MYOR
(5-GAGTCAAATTCTGCTGGGTAG-3") tem 21pb, 47,6% de
conteddo de CG e TA de 60,61.

MYEF
1 CATARTTAATCT TTGACGAGTGRACAAT GATACCATATATAGC CAAAGEARRAGAARAAAR ACTGRAGARATT
71 GrTTCCCARATGACATCARGATTTCACGT TGECTATARAT TGAGCAGTEGCTTCTGTGTOGTCTTTTCAR
141 TTTECATTATTCTIAATATCCGAAA TARCATARAACGATT TCCACGARCGOCAAT TT TRGEAE TTTEEET
211 ACOSTTTATCGCTTATT OO T T TT TAAT GO CCACECECANACT AR AR ATTCACATC OGS AT TTTT TAT TATS

281 ATTATTATTATTACAATGCAAARTT TACSCAGCETAATTASCT ATCCACCCTEETACS TETTEAGAT TTEC
351 ATCTGAARGTTATCCTCTATATGGAGARCTACCCAGCAGRATT TGACTCT TATCTCCTTCC
MYGR

Figura 1. Sequéncia do fragmento de DDRT-PCR ESTM-Y6 (EY2540601)
selecionada para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores. Os
oligonucleotideos MYGF ¢ MY6R estio destacados em negrito.

Especificidade da reacdo de PCR

A especificidade da reacao de PCR foi determinada
usando como molde DNA gendmico dos fungos S. schenckii,
H. capsulatum e C. albicans, além de DNA humano e de
camundongo. A Figura 2 mostra a amplificacio de um
fragmento de 388 pb a partir do DNA gendmico de duas
cepas de P. brasiliensis. Nenhum fragmento foi produzido
utilizando DNA gendmico de outros fungos.

34 Biosaide, Londrina, v. 9, n. 1/2, p. 29440, jan./dez. 2007



Sensibilidade da reagdo de PCR

O limite minimo de deteccio da PCR foi determinado
com DNA genomico de P. brasiliensis LDR1 com concentracoes
variando de 2,5 ng a 0,25 fg. A sensibilidade do método foi
de 25 pg quando o produto da PCR foi detectado em gel de
agarose 1% (Figura 3). Em gel de poliacrilamida a 8% a
sensibilidade foi para 2,5 pg como mostrado na Figura 4.

2 3 4 5 6 7 8

400 bp —»

Figura 2. Especificidade da PCR para DNA de P. brasiliensis em gel de
agarose 1% corado brometo de etideo 0,5 mg/ml. 1. Controle pasitivo (DNA
de P. brasiliensis LDR1); 2. Controle negativo (sem DNA); 3, DNA de
P.brasiliensis Pb 18; 4, DNA de H. capsulatum; 5, DNA de S. schenckii; 6,
DNA de C. albicans CR15; 7, DNA humano; 8, DNA de camundongo.

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10

400 bp —»

Figura 3. Sensibilidade da PCR para DNA de P. brasiliensis em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo 0,5 mg/ml. 1, Marcador molecular
100-ph; 2, Controle negativo (sem DNA); 3, 2.5 ng; 4, 025 ng; 5, 25 pg; 6, 2,5
pg: 7, 025 pg; 8, 25fg; 9, 2,5 fg; 10, 0,25 fg .

Figura 4. Sensibilidade da PCR para DNA de P. brasiliensis em gel de
poliacrilamida 10% corado com nitmto de prata. 1, Marcador molecular
100-pb; 2, Controle negativo (sem DNAY; 3, 2.5 ng; 4, 025 ng; 5, 25 pg; 6, 2,5
pg; 7, 025 pg; 8, 25 fg; 9, 25 fg; 10, 0,25 fg.
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DISCUSSAO

O diagndstico microbioldgico tem sofrido profundas
mudancas devido ao aparecimento dos métodos moleculares
para a deteccio e caracterizacio de microrganismos. Dentre
os métodos moleculares, e a técnica de PCR tem se destacado
0 Estudos sobre a deteccio molecular de P. brasiliensis por
PCR ji foram descritos em amostras clinicas de escarro ¥,
fluido cérebro espinhal “* e também para deteccio do fungo
em tecidos de animais experimentalmente infectados @ 1,
Porém, até o momento nenhuma das técnicas descritas tem
sido utilizada rotineiramente para a deteccio do fungo.

O método de PCR descrito neste trabalho mostrou-se
eficiente na deteccio de P. brasiliensis, nio gerando produtos
de amplificacio quando na presenca de DNA de outros fungos
patogénicos, inclusive de H. capsulatum. A reacio cruzada
entre P. brasiliensis e H. capsulatum é freqiientemente
observada em testes sorolégicos ' e mesmo em testes
moleculares, como pode ser observado em um estudo sobre
o desenvolvimento de uma reacio de semi-nested PCR
utilizando o oligonuclectideo iniciador OL5. A reacao de semi-
nested PCR com o oligonuclectideo OL5, em conjunto com o
oligonucleotideo 1TS1, gerou um produto de amplificacio de
496 pb com DNA de P. brasiliensis e um produto de 300 pb com
DNA de H. capsulatum. Por outro lado, nenhum produto de
amplificacio foi produzido com DNA dos fungos Aspergillus
Sumigatus, C. albicans, C. immitis e Saccharomyces cerevisae ",

Nesse estudo a sensibilidade da reacio foi de 25 pg em
gel de agarose a 2% e 2,5 pg em gel de poliacrilamida. O limite
de sensibilidade da reacio estd proximo ao obtido por outros
estudos que utilizaram a PCR para detectar a presenca do
DNA de P. brasiliensis e que obtiveram um limite de deteccio
de até 10 pg de DNA do fungo em gel de agarose & 0.
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Por outro lado, a sensibilidade da técnica descrita nesse
trabalho foi inferior a obtida em outros estudos onde foram
utilizadas as técnicas de nested PCR ou semi-nested PCR
para a deteccio de DNA de fungos. De um modo geral, as
reacoes de nested PCR e semi-nested PCR tém um limite de
detecciao entre 40 a 2,5 fg "' A nested e a semi-nested
PCR sido variacoes da técnica PCR que se caracterizam pela
realizacao de duas reacoes de PCR consecutivas, sendo a
primeira com um par de oligonucleotideos externos
enquanto que a segunda com oligonucleotideos internos.
O fragmento maior produzido na primeira reacio € utilizado
como molde para a segunda, e o resultado pode ser 1000
vezes mais sensivel que a PCR padrio “%.

Nesse trabalho foi desenvolvida uma PCR para a deteccio
do fungo P. brasiliensis com os oligonucleotideos MYGF e
MYGR que foram construidos a partir da seqiiéncia do fragmento
de DDRT-PCR MY0. A reacio desenvolvida foi eficiente para
a deteccio do DNA do fungo P. brasiliensis e pode ser utilizada
para a deteccio de P. brasiliensis em material bioldgico.
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