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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo comparar o desempenho das técnicas de microarranjo de
DNA (DNA microarray), amplificacdo circular isotérmica (Loop mediated isothermal
amplification (LAMP)), PCR em tempo real e sequenciamento de DNA para a identificacao
das espécies de Fusarium, agentes de infeccdo da corrente sanguinea, isolados de
pacientes com doencas onco-hematolégicas do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (HC-Unicamp) e do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) em um estudo de corte retrospectivo. Foram
selecionados 21 amostras de Fusarium isoladas de sangue, sendo 17 amostras da
micoteca do Laboratério de Investigacdo em Fungos (LIF) da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp (FCM-Unicamp) e trés amostras da micoteca do Laboratério de
Microbiologia da FMUSP. As metodologias de DNA microarray, LAMP e PCR em tempo
real, identificaram 17 das 21 amostras como complexo Fusarium solani e quatro como
complexo Fusarium nao - solani, apresentando um alto desempenho, uma concordancia
de 100% entre elas e uma sensibilidade de 100% para as metodologias DNA microarray,
LAMP e PCR em tempo real e uma especificidade de 100% para a metodologia de LAMP.
Esses dados foram validados pela metodologia de sequenciamento de DNA, a qual
identificou 17 amostras como complexo Fusarium solani e quatro como Fusarium
complexo ndo — solani, sendo trés Fusarium napiforme e um Fusarium oxysporum,
concordando com os resultados encontrados nas trés metodologias aplicadas neste
trabalho. A técnica de LAMP demonstrou ser mais acessivel do que as técnicas de DNA
microarray € PCR em tempo real por ser mais rapida, indicando ser uma metodologia
promissora para ser utilizada na rotina de diagndstico de fungos filamentosos, auxiliando
em uma terapia apropriada de uma forma rapida e especifica, proporcionando assim uma
melhora na assisténcia prestada ao paciente.



ABSTRACT

This study aimed to compare the performance of the techniques of DNA microarray, loop
mediated isothermal amplification (LAMP), real-time PCR and DNA sequencing for
identification of species of Fusarium as agents of bloodstream infection, isolated from
patients with hematologic malignancies cared for at the university hospital of State
University of Campinas and the university hospital of University of Sao Paulo, in a
retrospective cross study. In the study, 21 Fusarium isolates from blood were selected,
being 17 samples of mycology collection of the Laboratory for Research on Fungi (LIF),
Faculty of Medical Sciences, Campinas (FCM-Unicamp) and three samples of mycology
collection of the Laboratory of Microbiology of FMUSP. The techniques of DNA microarray,
LAMP and Real-Time PCR identified 17 of the 21 samples as Fusarium solani, and 4
isolates as Fusarium non-solani complex, showing a high performance, a 100%
agreement among them and a sensitivity of 100% for the DNA microarray, LAMP and real-
time PCR methods and a 100% specificity for the LAMP method. These data were
validated by the DNA sequencing technique, which identified 17 isolates as Fusarium
solani complex and not four as Fusarium non-solani complex, being three Fusarium
napiforme and one Fusarium oxysporum, agreeing with the findings in the three
methodologies applied in this work. The LAMP technique proved to be more accessible
than the techniques of DNA microarray and real-time PCR to be faster, indicating a
promising methodology to be used in routine diagnosis of filamentous fungi, aiding in
proper therapy rapid and specific manner, thereby providing an improvement to the care of
patients.
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1.1. Epidemiologia das infec¢coes por Fusarium spp.

Fungos sdo microrganismos que podem provocar diversas doencas no ser
humano. A gravidade da infeccdo fungica varia desde as formas cutdneas leves até
quadros graves que levam a septicemia. Aproximadamente 100 mil espécies de fungos
sdo conhecidas e cerca de 300 ja foram identificadas como agentes etioldgicos de
infeccbes em seres humanos. Os fungos séo classificados segundo a sua morfologia em
filamentosos, leveduriformes ou dimorficos (1).

Infecgdes fungicas representam uma importante complicagdo para pacientes
imunodeprimidos e especialmente pacientes com leucemia aguda apds quimioterapia
intensiva, a qual a taxa global € de 10% ou com transplante alogénico de células
progenitoras hematopoiéticas, com uma taxa de 10 a 20% (2, 3, 4). Muitas dessas
infeccOes sao de origem enddgena e outras podem também ser adquiridas por via
exogena, pelas maos dos trabalhadores da area da saude, infusdes contaminadas,
biomateriais e fontes inanimadas ambientais (5).

Micoses em imunocomprometidos sdo frequentemente causadas por leveduras.
Sendo a Candida sp. e Cryptococcus sp. os isolados mais frequentes. Recentemente
fungos filamentosos tém sido identificados com uma maior frequéncia nesses pacientes,
sendo esse fato atribuido ao uso de antifungicos profilaticos para prevenir infec¢cdes por
leveduras, como o uso de profilaxia universal com fluconazol onde muitos centros
relataram como resultado uma redug¢ao acentuada na incidéncia de infeccdes de corrente
sanguinea por Candida. Os fungos filamentosos geralmente isolados sédo Aspergillus,
Fusarium, Scedosporium e Penicillium e também tem aumentado a incidéncia dos
Zimomicetos aceptados. (6, 7). Sendo o Fusarium o segundo fungo filamento que mais
causa doenca infecciosa em imunocomprometido, apds o Aspergillus (2, 8, 9).

Membros do genéro Fusarium sao hialohifomicetos pertencentes a ordem
Hipocreales (ascomicetos), sdo sapréfitas encontrados no solo sendo patogénicos para
plantas, animais e humanos. (10, 11, 12). Contaminacdo de comida por fungos desse
género pode causar micotoxicosis em animais e com menor frequéncia em humanos, com
manifestacdes clinicas que variam desde gastroenterite leve a aplasia de medula éssea.
Infeccdes por Fusarium podem ser localizada ou sistémica, em individuos saudaveis
geralmente séo locais e incluem ceratites, especialmente associadas com trauma ocular,
onicomicoses, sinusites alérgicas, paroniquia e dermatomicoses, por outro lado, em

pacientes imunocomprometidos podem tornar-se infeccOes sistémicas graves, se

17



disseminadas pela corrente sanguinea, principalmente se o individuo tiver neutropenia
grave e persistente (12, 13).

Fusariose invasiva € uma das mais graves infec¢des fungicas invasivas, com
uma taxa de mortalidade alta, que varia de 70% a 90% em pacientes
imunocomprometidos, sendo afetados principalmente pacientes com doencas
hematolégicas malignas e tranplantados de células tronco hematopoiéticas. A infeccao é
adquirida pela inalacdo de conidios que estdo vastamente espalhados pelo meio
ambiente com subsequente disseminacdo hematoldgica, além disso, a pele pode ser
ocasionalmente a porta de entrada com rupturas no tecido ou onicomicoses (11, 14, 15,
16).

Desde o primeiro caso de fusariose invasiva descrito por Cho et al. (17), houve
um significante aumento na incidéncia de fusariose disseminada em muitos paises,
provavelmente refletindo no aumento do nimero de imunocomprometidos € ao uso de
profilaxia com azélicos. Nucci et al. (18) em um estudo retrospectivo o qual analisou 84
pacientes (70 portadores de neoplasias hematoldgicas malignas e 5 portadores de
anemia aplasica) com Fusariose em onze centros no Brasil e em um centro nos Estados
Unidos, encontrou que 79% desses pacientes apresentaram fusariose invasiva. Em outro
estudo realizado por Nucci et al. (11), foram analisadas 61 pacientes transplantados de
medula 6ssea (54 transplantes alogénicos e 7 autélogos) de dois centros nos Estados
Unidos e de sete no Brasil de 1985 a 2001 com fusariose invasiva. No Brasil também
foram relatados 23 casos de fusariose invasiva em portadores de anemia mieloide aguda,
mielodisplasia e transplante alogénico de células tronco em um estudo prospectivo
realizado por Nucci et al. (19), em oito centros de maio de 2007 a julho de 2009. Nos
Estados Unidos, Campo et al. (20) relataram 44 casos de fusariose disseminada (23
portadores de doencas hematoldgicas e 21 transplantados de medula 6ssea) em um
estudo realizado entre 1998 e 2009, em um centro do cancer na Universidade de Texas.

Outros paises também apresentaram relatos como na ltalia Pagano et al. (21),
em um estudo retrospectivo de 1999 a 2003 com pacientes portadores de doencas
hematolégicas em um centro, identificou 15 casos de fusariose invasiva sendo a segunda
mais encontrada apos a aspergilose dos 346 casos de fungos filamantosos estudados, e
Tortorano et al. (22) identificou 75 casos de Fusariose invasiva de 1985 a 2007 em dois
hospitais no norte da Italia. Na Australia, Slavin et al. (23) identificou 5 de fusariose
invasiva de 43 casos relatados de infec¢ao invasiva por fungo filamentoso de 1998 a 2000
no banco de dados de micologia da Australia. E Hsiue et al. (24) em um estudo
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retrospectivo de 2000 a 2008 para identificacdo de fungos filamentosos ndo Aspergillus
em um hospital em Taiwan, identificou 12 casos de fusariose invasiva dos 27 casos
positivos para fungos filamentosos néo Aspergillus.

Aproximadamente 70 espécies de Fusarium vém sendo envolvidas em infec¢des
em humanos, sendo as principais espécies relatadas F. solani, F. chlamydosporum, F.
moniliforme, F. nivale, F. oxysporum, F. proliferatum, and F. verticillioides, entre outras (8,
13, 25). Entretanto, F.solani, F. oxysporum and F. verticillioides, sao as espécies mais
envolvidas frequentemente em fusariose (26, 27, 28).

Espécies de Fusarium sao relativamente resistentes ao tratamento com agentes
antifingicos (29). As drogas que vem sendo mais efetivas contra fusariose sao
voriconazol, anfotericina B e posoconazol, embora em geral, a resposta clinica a eles
devem ser considerados apenas modesta (8, 20). Consequentemente, um diagndstico
rapido, precoce e preciso do fungo patogénico é crucial para uma intervencao imediata e
uma selecdo da terapéutica antifungica apropriada, que pode ser fundamental para uma
melhoria nos desfechos (2, 30).

O diagnostico definitivo de fusariose requer o isolamento de Fusarium spp de
amostras clinicas como sangue, pele, mama e pulméo. A cultura é fundamental para a
identificacdo desse organismo, porque esse fungo e outros membros da familia
hialohifomicoses dividem caracteristicas microscépicas e histopatoldgicas similares, onde
a morfologia da colbénia de Fusarium é inicialmente branca e coberta por um micélio aéreo
plumoso que ao se maturar, produz pigmentos de cores variadas na superficie e no verso.
Em sua micromorfologia apresentam hifas hialinas septadas, microconideos de 2 a 3 um
de didametro e macroconideos com forma de “banana” ou de “ foice ” (9, 12, 31, 32). O
diagnostico definitivo desse fungo também requer outros critérios que incluem quadro
clinica compativel, uma exame micoldgico direto com hifas sepatadas tipicas, crescimento
a 45° e o isolamento de Fusarium em duas culturas sucessivas com a auséncia de outros
fungos (12).

Métodos tradicionais para a diferenciacdo de espécies de Fusarium sao
demorados e requerem um alto nivel de conhecimento. Varias espécies de Fusarium
morfologicamente similares sdo agrupadas em espécies complexas de Fusarium solani
(ECFS), porém maior caracterizacdo genotipica das espécies com esse complexo é
necessaria e geralmente ndo € feito rotineiramente em laboratérios clinicos. Membros
dessas espécies complexas sao geralmente relatados na literatura como Fusarium solani

(83). A este respeito métodos moleculares podem contribuir para o reconhecimento
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desses isolados e para a identificacdo das espécies morfologicamente indistinguiveis
(34).

1.2. Métodos moleculares para identificacao de Fusarium spp.

Métodos baseados em acidos nucléicos sao frequentemente usados em
laboratérios para identificar Fusarium spp. Varios métodos diferentes tém sido utilizados
para tipagem molecular de isolados de fungos associados a surtos. Segundo Jureen et al
apud Godoy et al (33). mostraram que o consenso de repeticdo intergénica de
enterobactéria (ERIC-PCR) e o polimorfismo do tamanho do fragmento de restricao
(PCR-RFLP) foram uteis para a genotipagem de isolados de Fusarium. Outros métodos
vém sendo utilizados incluindo: a técnica de PCR em sequéncias palindrémicas
extragénicas repetidas (REP-PCR), polimorfismo do comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP), e tipagem sequencial de multilocus (MLST). Recentemente,
genotipagem baseada em microesfera array também foi descrito (33).

Microarranjo de DNA ( “ DNA microarray”)

Em um curto periodo de tempo, a tecnologia de microarranjo de DNA ("DNA
microarray") se tornou uma ferramenta fundamental para a deteccdo e andlise da
sequéncia de &cido nucléico (35).

Essencialmente, a tecnologia de microarranjo de DNA, é utilizada para a
identificacao de fragmentos de DNA, tais como os produtos de PCR, e pode ser util para a
identificacao e diferenciacdo de um grande numero de microrganismos em paralelo (36).
Um array de captura de oligonucleotideos para a identificacdo género, espécies ou
subespécies especificas, representando o microrganismo a ser identificado sao
imobilizados em uma superficie solida como uma lamina de vidro ou de plastico, esta
lamina pode ser produzida com DNA marcado a partir amostra clinica de interesse,
utilizando sondas consensos para amplificar e marcar e as sondas hidridizadas, tornando
possivel a diferenciagdo de um grande numero de organismos a partir de um unico PCR
(35, 37).

Atualmente a tecnologia de microrranjo do DNA vem sendo utilizada em muitos
estudos para a identificacdo de microrganismos de importédncia clinica como: virus e
bactérias de doencas respiratérias (38), bactérias patogénicas (36), Gibberella zeae (39),
fungos filamentosos patogénicos (40, 41), procariotos, virus e eucariotos (42), fungos de
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doencas respiratérias (43), fungos de micoses invasivas e superficiais (44, 45), fungos
patogénicos para pacientes neutropénicos (3), fungos patogénicos (46), fungos e
bactérias causadores de infeccao sanguinea (47), espécies de Candida nao albicans (48),
Fusarium (3, 43, 44, 49).

Além da diferenciacdo de um grande numero de organismos em um unico teste,
a técnica de microarranjo de DNA, também apresenta outras vantagens: é um método
rapido, tendo a andlise na plataforma de microarranjo a partir do DNA extraido em uma
duragdo de 5 horas em comparagdo com os 3 ou mais dias utilizados nos métodos
convencionais; facil de realizar; no passo de hibridacdo a sequencia especifica dos
agentes patogénicos nao é detectada ambiguamente, pois sdo removidos os artefatos
resultados da amplificacdo de PCR e para analise de amostras de sangue sao
necessarios somente 10 microlitros, enquanto que para testes bioquimicos sao
necessarios mais de 2 ml ( 37, 46, 50).

Em contraste a técnica também apresenta suas desvantagens: a tecnologia de
microaranjo de DNA ainda ndo é bem estabelecida para ser utilizada na rotina de
diagnésticos clinicos; baixa sensibilidade na detec¢édo de menores numeros de copias do
DNA alvo; a fase de hibridizacao é restrita a superficie da lamina, o que reduz a sua
eficiéncia; € necessario desenhar mais de uma sonda por espécie para evitar reacao
cruzada e o desenho das sondas especificas € o0 passo mais critico onde requer um
profissional com um alto entendimento da composicdo genética de organismos

causadores de doencgas (45, 51).

Amplificacdo circular isotérmica (Loop - mediated isothermal amplification
(LAMP)).

Amplificacdo circular isotérmica (Loop — mediated isothermal amplification
(LAMP)) foi primeiramente descrita e inicialmente avaliada para detec¢cao do DNA do virus
da hepatite B (52). Atualmente vem sendo aplicada como uma técnica de alta
especificidade e sensibilidade na deteccado de DNA de patdgenos. Bactérias:
Enterococcus faecalis (53), Pseudomonas aeruginosa (55), Streptococcus pneumoniae
(56), Vibrio parahaemolyticus (57), Bordetella pertussis (58), Bordetella holmesi (59),
Chlamydophila pneumoniae (6), Clostridium difficile (61), Mycoplasma pneumoniae (62),
Brucella spp. (63), Mycobacterium tuberculosis (64), Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli (65). Virus: influenza A (66), papilomavirus (67), virus da hepatite C
(68). Fungos: Fonsecaea spp. (52), Pneumocystis pneumoniae (69), Paracoccidioides
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brasiliensis (70) e Parasitas: Acanthamoeba (71), Entamoeba histolytica (72);
Cryptosporidium e Giardia (73). Também vem sendo utilizada para a identificacdo de
Fusarium, porém somente para os fitopatogénicos. (74, 75, 76, 77).

Esta nova técnica pode amplificar o DNA com alta especificidade e €eficiéncia,
baixo custo e rapidez sob condi¢des isotérmicas que variam de 60°C a 65 °C durante
cerca de 60 minutos, com a utilizacdo de uma DNA polimerase chamada de Bst
polymerase, a qual faz o deslocamento da fita de DNA e com a utilizacdo de quatro ou
seis pares de primers reconhecendo entre seis a oito regides distintas do gene alvo,
resultando na acumulagao de 10° a10' cépias desse alvo (78, 79, 80). Figura 1 (81).
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Figura 1: Desenho de quatro pares de primers da técnica de LAMP, reconhecendo seis
regides distintas do gene alvo. Figura retirada do site Eiken Genome. Disponivel a partir de
http://loopamp.eiken.co.jp/e/LAMP/index.html. Acesso em: 19 de dezembro de 2012.

A amplificacdo dos produtos resultantes do método de LAMP pode ser detectada
nao somente pelo uso de equipamentos especializados, mas também pela observacao
visual da turvacao ou fluorescéncia (69, 82). Além disso, ndo é necessaria a realizacao do
gel de agarose, porque o método LAMP sintetiza grandes quantidades de DNA que
podem ser facilmente detectadas pela fluorescéncia ou turvagéo (79).

A sensibilidade do LAMP nao parece ser afetada pela presenca de DNA nao
alvos nas amostras, nem por inibidores de PCR conhecidos, tais como sangue, soro,
plasma, heparina e ingredientes alimentares, por essa razao o método € muito promissor
como uma ferramenta para a deteccao de microrganismos (52, 83).

Além das vantagens descritas: rapidez; baixo custo; alta especificidade;
observagao visual do resultado; amplificacdo de 10° a 10" cépias do alvo e nao alteragéo
da sensibilidade por componentes de amostras clinicas, a técnica de LAMP também

apresenta outras vantagens como: a amostra a ser analisada ndo necessita de

22



purificacao, o que € trabalhoso e pode levar horas para ser concluido; pode ser utilizada
na linha final do cuidado, especialmente em locais com poucos recursos; € uma técnica
de deteccdo de sinal, o que falicita sua adocao para diagnéstico clinico. Porém a técnica
de LAMP também apresenta algumas desvantagens como: dificuldade de projetar primers
viaveis o que desencoraja seu uso pratico; além disso, para aumentar sua sensibilidade é

essencial a utilizacado de marcadores fluorescentes que sao caros (51).

PCR em Tempo real

Avancos recentes nas técnicas baseadas em DNA, tais como o PCR em tempo
real estdo fornecendo novas ferramentas para a detecgcédo e quantificagdo de fungos na
deteccao e quantificacdo se seus DNAs (84).

A técnica de PCR em tempo real vem sendo descritas para identificacdo de
diversos microrganismos patogénicos como virus: hepatite C (85), influenza A/H1NA1
(86), bocavirus (87), metapneumovirus (88), astrovirus (89), hepatite E (90), febre
amarela (91), herpesvirus 7 (92), dengue (93), e herpesvirus 6 (94). Bactérias: Salmonella
(95), Chlamydia pneumoniae (96), Shigella spp (97), Campylobacter jejuni (98),
Escherichia coli enteropatogenica (99), Campylobacter coli e Campylobacter jejuni (100),
Sthapylococcus aureus (101), Streptococcus pneumoniae (102); Clostridium difficile (103),
Pseudomonas aeruginosa (104) Mycobacterium immunogenum (105). Fungos: Aspergillus
(106), Pneumocystis jirovecii (107), Exserohilum rostratum (108). Parasitas
Cryptosporidium cuniculus (109), Plasmodium knowlesi (110), Toxoplasma gondii (111).

Métodos de PCR em tempo real também vém sendo descritos para a
identificacao de varias espécies de Fusarium, incluindo F. graminearum, F. culmorum, F.
avenaceum e F. poae e para a correlacao entre DNA de um unico Fusarium, de um grupo
de espécies de Fusarium e suas correspondentes micotoxinas (112).

A técnica de PCR em tempo real utiliza sondas de hibridizagédo, o que apresenta
alta especificidade, sensibilidade e combina uma rapida amplificacdo do DNA in vitro com
imediata deteccao de fluorescéncia, permitindo a quantificacdo do DNA. Neste método, a
sonda selecionada é marcada com um corante fluorescente no final 5’ da fita e a sonda do
doador com uma fluoresceina no final 3’ da fita. Quando as sondas receptoras e doadoras
se hibridizam com as regides adjacentes do DNA alvo, pode ocorrer uma interacdo na
transferéncia de energia de ressonancia por Fluorescéncia (FRET), assim a molécula
doadora é excitada por uma fonte de luz externa, a qual subsequentemente transfere

essa energia para um fluoréforo, o fluoréforo entdo emite luz de uma diferente onda, a
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qual pode ser detectada e medida por um instrumento LightCycler (113). E a técnica PCR
em tempo real, pode ser realizado com a utilizacdo de varios kits, como por exemplo
SYBR® Green | dye e TagMan® (84).

Além das vantagens descritas como: alta especificidade; sensibilidade; rapida
amplificacdo do DNA in vitro com imediata deteccdo de fluorescéncia; quantificacdo do
DNA, a técnica de PCR em tempo real apresenta outra vantagem como: determinar a
presenca do DNA alvo (51, 114). E algumas desvantagens como: risco de resultados
falsos negativos, por possuir uma elevada sensibilidade e especificidade e riscos de
resultados falsos positivos por contaminagcdo ambiental, ou de reacdo cruzada entre os
primers e as sondas da PCR com fungos ou outros organismos néo alvo (51, 115).

Sequenciamento

Sequenciamento de acidos nucleicos tornou-se uma importante ferramenta,
sendo Util para a identificacao de bactérias aerdbicas, anaerdbicas, micobactérias, virus e
fungos, incluindo espécies de leveduras. Bactérias: Escherichia coli (116), Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneunomiae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis (117).  Virus: influenza A (118). Fungos: Histoplasma
capsulatum (119); Aspergillus, Fusarium, Mucorales (120); Candida nao albicans (48),
Espécies de Candida, Cryptococcus, Filobasidium, Kloeckera, Malassezia, Pichia,
Sporidiobolus,  Rhodotorula,  Zygosaccharomyces,  Trichosporon (121); fungos
filamentosos hialinos e deméacios (122), Candida, outras leveduras ndo Candida,
Aspergillus, Fusarium e dermatofitos (123), Leveduras (Candida, Cryptococccus, Pichia,
Rhodotorula e outras) (124). E também foram encontrados estudos de sequenciamento
em algumas espécies de Fusarium com: F. solani, F. chlamydosporum, F. verticillioides
(122), F. solani (123), F. fujikuroi, F. napiforme, F. proliferatum, F. sacchari, F.
subglutinans e F. verticillioide, F. oxysporum (125), F. oxysporum, F. solani, F. avenecum,
F. sambucinum, F. sporotrichioides (126), F. oxysporum, F. moniliforme, F. dimerum,
Fusarium semitectum, F. solani, F. chlamydosporum (127).

Essa técnica parece oferecer uma separagéo mais objetiva do género e espécies
dos microrganismos do que as técnicas convencionais que nao podem identificar
totalmente as caracteristicas morfoldgicas, especialmente aqueles que nao esporulam
com 48 horas de cultura (121, 122).

Em relacdo aos fungos a técnica de sequenciamento vem sendo relatada por

identifica-los de uma maneira rapida, mostrando ser uma grande promessa e na ultima
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década, desenvolveu-se principalmente em aplicacdes de pesquisas tornando-se uma
ferramenta de diagnéstico clinico valiosa (128, 129).

O sequenciamento de DNA basicamente envolve cinco passos: 12 preparacao
das amostras de DNA, 2° geracao dos fragmentos complementares a fita molde do DNA,
normalmente através dos protocolos de Sanger de terminacao de cadeia, 3° separacao
destes fragmentos por uma técnica de eletroforese em gel, 4° detec¢ao dos fragmentos e
52 analise de dados (130).

Com o uso de tecnologias de sequenciamento de alto rendimento (como 454
pirosequenciamento, lllumina e lon Torrent), a demanda por sequéncias de referéncias de
alta qualidade tem aumentado rapidamente. Essas tecnologias geram grande quantidades
de sequéncias de dados, centenas de milhares a bilndes de leituras dentro de poucas
horas ou dias, de tal forma que tecnologias automatizadas para analise dos dados
representam a unica opc¢ao viavel. Varios softwares estao disponiveis para supervisionar
o procedimento de analise, agrupar as sequéncias e atribuir a taxonomia, entretanto, a
identificagcdo de uma taxonomia satisfatéria mantém problematica no reino fungi, devido a
uma grande diversidade de fungos nao explorada e a falta de sequéncias de referencias
confiaveis (131).

Além das vantagens apresentadas: separacdo mais objetiva do género e
espécies dos microrganismos do que as técnicas convencionais; rapida e utilizacdo em
pesquisas e desvantagem: taxonomia problematica no reino fungi, devido a uma grande
diversidade de fungos ndo explorada e a falta de sequéncias de referencias confiaveis.
Essa técnica também apresenta outras vantagens como: ser considerada o padrao ouro
para identificacao de fungos, e necessitar de profissionais com uma experiéncia minima
em tecnologia, em contraste aos métodos morfoldgicos tradicionais que necessitam de
profissionais com uma vasta experiéncia (120, 123). Em contraste também apresenta
outras desvantagens como: o gene alvo deve conter uma regiao altamente conservada
para que ocorra a devida ligagdo com os primers; alguns organismos podem exigir o
sequenciamento de mais de um gene alvo, antes de ser feita a identificacdo definitiva do
mesmo; os pontos de corte para a identificacdo dsa espécies do microrganismo é
arbitrario e pode variar de acordo com inumeros fatores incluindo, qualidade da
sequéncia, numero e acuracia dos registros existentes em banco de dados das mesmas
espécies e mesmos lécus, comprimento do fragmento da sequéncia e o programa de
software utilizado; erros acima de 20% encontrados nas sequéncias de fungos dentro do
GenBank (120, 122, 129).
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2.

JUSTIFICATIVA
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Este trabalho propde a construcdo de um array da técnica de microarranjo de
DNA (DNA microarray) e de primers da técnica de amplificacao circular isotérmica (Loop —
mediated isothermal amplification (LAMP)), e utilizacdo das técnicas de PCR em tempo
real e sequenciamento de DNA para identificacdo de Fusarium spp. de amostras clinicas
do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC- Unicamp) e do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC -
FMUSP). Esse conhecimento é interessante tanto para um diagnostico precoce da
infeccdo por Fusarium, quanto para a identificacdo da espécie especifica desse fungo
auxiliando assim na terapia antifungica que é fundamental para uma melhoria dos

pacientes.
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3. OBJETIVOS
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Principal

e Comparar o desempenho das técnicas de microarranjo de DNA (DNA microarray),
amplificacao circular isotérmica (Loop mediated isothermal amplification (LAMP)), PCR
em tempo real para a identificacdo das espécies de Fusarium, agentes de infeccao da
corrente sanguinea, isolados de pacientes com doencas onco-hematoldgicas do Hospital
de Clinicas da UNICAMP e do Hospital de Clinicas da FMUSP.

Especificos

e Avaliar o desempenho de primers para a identificagcdo de Fusarium spp. a partir da
cultura de amostras clinicas de sangue de pacientes com doengas onco-hematoldgicas,
através da técnica de LAMP.

e Avaliar o desempenho de um array para a identificacdo de Fusarium spp. a partir da
cultura de amostras clinicas de sangue de pacientes com doencas onco-hematoldgicas,
através da técnica de DNA microarray.

e Determinar a sensibilidade das técnicas de LAMP, DNA microarray, PCR em tempo real
e a especificidade da técnica de LAMP.
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4. CASUISTICA E METODOS
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4.1. Periodo do estudo

De fevereiro de 2012 a fevereiro de 2014.

4.2. Desenho do estudo

Corte retrospectivo.

4.3. Caracterizacao do local de estudo.

O trabalho experimental foi desenvolvido no Setor de Micologia do Laboratério de
Microbiologia da Divisédo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP e no
Laboratério de Epidemiologia Molecular e Fungos, da Disciplina de Moléstias infecciosas
da FCM-UNICAMP.

4.4. Populacao de estudo e selecao da casuistica

4.4.1. Selecao dos casos

Foram selecionadas cepas de Fusarium spp., isolados de culturas de sangue, da
micoteca do Laboratério de Investigacdo em Fungos da Faculdade de Ciéncias da
UNICAMP, e da micoteca do Laboratério de Microbiologia do HC-FMUSP.

4.5. Avaliacao dos casos

4.5.1. Métodos laboratoriais microbioldgicos

Apés a selegcédo das amostras clinicas elegiveis para o estudo, foram realizados
0s subcultivos e a identificacao pelos métodos de andlise em plataforma de sequéncias
de oligonucleotideos (DNA microarray), amplificagao circular isotérmica (Loop — mediated
isothermal amplification (LAMP)), PCR em Tempo real e sequenciamento de DNA.

4.5.1.1. Identificacao das Cepas

Todas as cepas foram primeiramente identificadas, de acordo com metodologia
classica, executada no Setor de Micologia do Laboratério de Microbiologia do HC-
UNICAMP e no Laboratério de Bacteriologia FMUSP, utilizando a combinacdo de
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caracteristicas macroscépicas e micromorfoldgicas com realizacdo de exame direto da
cultura (133), (134).

4.5.1.2. Crescimento dos microrganismos isolados

As cepas foram repicadas em tubos com agar Sabouraud Dextrose, ou agar de
extrato de malte a temperatura ambiente. Todas as amostras foram repicadas novamente
em meio impedinte de pleomorfismo, composto por 30g de peptona, 18g de agar e
1000mL de agua destilada estéril, com posterior repique em tubos de agar batata, para

isola-las de contaminantes.

4.5.1.3. Técnica de extracao de DNA

A técnica de extracdo de DNA das amostras de Fusarium foi realizada de acordo
com o método de hidrélise alcalina conforme descrito no protocolo do Kit de PCR de
Verocitotoxin genes (Takara bio®, Japao)

As colbnias das culturas de fungos filamentosos foram suspensas em 50 pl de
agua milli-Q e adicionados 50 pl de 100 mM de NaOH a essa suspensdo e
homogeneizadas usando um micropistilo. Apds a homogeneizacdo as amostras foram
aquecidas a 95°C por 15 minutos e adicionadas 11 pl do tampao 1M Tris-HCI pH 7,0.
Entao as amostras foram centrifugadas por 5000 rpm por 2 minutos a 20° C e os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos. Ao término da extracao os produtos
foram mensurados em espectrofotbmetro, armazenados a -20°C e posteriormente
submedidos as técnicas de DNA microarray, LAMP, PCR em tempo real e

sequenciamento de DNA.

4.5.1.4. Técnica de DNA microarray

A técnica foi realizada de acordo com Ferrari et al. (48) e consistiu de 5 etapas:
a. elaboracao do array; b. amplificacdo do DNA alvo por PCR; c. desnaturacdo do DNA
(produto de PCRY); d. hibridizacdo e detecc¢ao; e.interpretacéao .

a. Elaboracao do array

A elaboracao da plataforma de DNA microarray foi desenvolvida pelo Centro de

Pesquisa de Micologia Médica de Chiba, para a identificacdo de 13 géneros e 23
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espécies de fungos: Candida guilliermondii, C. lusitaniae, C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. famata, C. kefyr, C. albicans, Histoplasma
capsulatum, Coccidioides posadasii, Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces
dermatitidis, Cryptococcus spp., Trichosporum cutaneum, T. asteroides, T. inkin, T. asabhii,
T. faecale, T. mucoides, Malassezia furfur, Aspergillus nidulans, A. terreus, A. niger, A.
flavus, A. fumigatus, Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Penicillium
marneffei Fusarium complexo solani, Fusarium complexo ndo-solani, com a coleta do
sequenciamento desses fungos nos bancos de dados de sequéncias genéticas,
GENBANK (135) e MLST base de dados de Fusarium (136).

Apds a coleta dos sequenciamentos desses fungos, foram selecionadas as
sequéncias de oligonucleotideos no programa BIOEDIT (137), para a constru¢cdo dos
microarrays. O mapa de construcao dos microarrays foi realizado no programa Microsoft
Excel®.

As sequéncias alvo de cada fungo foram dispostas e fixadas em laminas de
plastico, no laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencgas Infecciosas da FCM da
Unicamp, de acordo com o formato pré definido no programa Microsoft Excel®.

b. Amplificacao do DNA alvo por PCR

A realizacdo da metodologia implicou na amplificacdo do isolado testado a partir
da cultura. A solucgao foi preparada da seguinte forma: 1 ul do DNA extraido da colénia do
fungo, 12,5uL de PCR Master Mix (Promega), 1,25 ul de cada iniciador a 10uM, ITS-1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGC) e ITS-4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e agua milli-Q
para um volume final de 25uL. A PCR foi realizada de acordo com 0s seguintes
parametros: Temperatura (°C) Tempo minutos (m) e segundos (s)
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Temperatura (2C) Tempo: minutos (m) e segundos (s)

98 2m
98 10 s (40 ciclos)
55 30 s (40 ciclos)
42 30 s (40 ciclos)
72 3m

4 o

A seguir, os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose 2% utilizando-se tampéao TBE 1X ou TAE 1X.

c. Desnaturacao do DNA (produto de PCR)

Foram utilizados 4 pl do produto de amplificacdo e na sequéncia procedido a

aquecimento a 95°C por 2 minutos e resfriamento por 2 minutos.

d. Hibridizacao e deteccao

Foram adicionados 4 ul de amostra de DNA desnaturado + 16 pl do tampao de
hibridizacdo e foram aplicados os 20 pl da solugdo em uma lamina de plastico de array
preparada anteriormente. A lamina foi entdo coberta com um filme e colocada em uma
caixa Umida a qual foi tampada e incubada a 37° C, por 1 hora para a hibridizacao.
Quando completando 30 minutos da hibridizacdo, foi preparada a solu¢do conjugada
conforme a descricdo a seguir: 1,5 ml tampé&o de coloracéo, 24 pl solucdo A e 24 i
solucéo B para cada amostra a ser testada.

A seguir o array foi colocado no tampéao de lavagem a 37°C, removido o filme
protetor e a caixa que continha o array com o tampé&o de lavagem foi tampada e colocada
na estufa incubadora a 37° C por 5 minutos. Apds os 5 minutos, a lamina foi repousada
em papel toalha e adicionada 1,4 mL da solugdo conjugada em cada lamina, por 30
minutos.

Apds a remocao da solugdo conjugada, o array foi colocado em uma caixa
contendo coloragcédo de hibridizacdo por 5 minutos (repetido esse passo 2 vezes). Na
segunda vez foi preparada a solugéo corante (1,5 ml H,O destilada + 24 pl de cada uma
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das solugdes 1, 2, 3 e 4 para cada amostra testada). A Idmina foi colocada sobre o papel
toalha e adicionada 1,4 mL da solugdo corante preparada pelo menos 30 minutos antes
em cada lamina. Apos esta etapa foi retirada a solugdo conjugada inclinando o array
sobre o papel toalha, que depois foi lavado a fim de remover os residuos, deixado secar
naturalmente por 30 minutos e procedido a leitura dos pontos a olho nu.

e. Interpretacao

De acordo com o local da ldamina em que ocorreu a hibridizagdo e coloragao
apareceram 0s pontos que permitiram a identificacao da espécie do fungo de acordo com
a comparacao com o mapa de construcdo do array (Figura 2).

biotin | Histoplasma capsulatum ] [biotin Candida guilliermondiii [biotin Aspergillus nidulans
[
[biotin Candida lusitaniae [biotin Aspergillus terreus
biotin Coccidioides posadassi
[biotin Aspergillus niger
[biotin Candida krusei
[biotin Aspergillus flavus
biotin Paracoccidioides brasiliensis
| | [biotin Aspergillus fumigatus
| [ [oiotin Candida glabrata
biotin__| Blastomyces dermatitidis |
| | |
[biotin Candida parapsilosis [biotin Trichophyton rubrum
biotin Cryptococcus neoformans
| | [biotin Candida tropicalis [biotin__[Trichophyton mentagrophytes
| |
[biotin Trycophyton tonsurans
biotin Trichosporon cutaneum |
biotin T. asteroides : T. inkin__| biotin Candida dubliniensis
biotin__[T. asahii: T. faecale] [ [bictin_ | Penicillium mamefiei
Reichosporon mucoides |
biotin Candida albicans
biotin Malassezia fufur l biotin Fusaium sp.
| [
[ |
biotin Candida famata
[biotin Fusarium solani
biotin Mucor sp.
I { biotin Candida kefyr | |
biotin 50-19 50-17
biotin 51-19 51-17
biotin 52-19 52-17

Figura 2: mapa de construcdo do array.

4.5.1.5. Técnica de amplificacao circular isométrica (Loop — mediated isothermal
amplification (LAMP).

A técnica foi realizada baseada em Sun et al. (52), porém foram feitas algumas
alteracdes. Consistiu-se de trés etapas; a. elaboracdo do primer e reacao de LAMP; b. t
sensibilidade e especificidade do teste; c. observacado dos produtos da técnica de LAMP.
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a. Elaboracéao dos primers e reacao de LAMP

A elaboracdo dos primers foi realizada com a coleta do sequenciamento das
espécies dos fungos filamentosos: complexo Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Fusarium verticillioides, Fusarium falciforme, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,
Aspergilus niger, Aspergillus nidulans e Aspergillus flavus nos bancos de dados de
sequéncias genéticas, GENBANK (135) e MLST Fusarium (136).

Apébs a coleta das sequéncias desses fungos filamentosos, foram alinhadas as
sequéncias de oligonucleotideos no programa BIOEDIT (137), e apds o alinhamento das
sequéncias foi realizada a construcao dos primers (FIP, BIP, F3, B3, LF e LB) utilizando o
programa PrimerExplorer versao 4 (138).

A reacao do teste LAMP foi realizada de acordo com os fabricantes do kit (Eiken
Chemical Co., Ltd). Consistiu em uma reacao de 25 pl, a qual continha 12,5 pl de 2X
Reaction Mix, Primers: 40 pmol FIP; 40 pmol BIP; 20 pmol LF; 20 pmol LB; 5 pmol F3 e 5
pmol B3, 1,0 yl da DNA polimerase Bst, 2 yl do DNA de interesse, com uma concentragao
de 2ng/pL previamente quantificado no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e completada
com agua destilada para um volume total de 25 pl. A mistura da reacao foi incubada por
63°C por 60 minutos, € a turbidimetria foi medida a cada 6 segundos utilizando o aparelho
medidor de turbidez em tempo real (Loopamp EXIA; Eiken).

b. Sensibilidade e especificidade do teste

Andlises de sensibilidade e especificidade foram realizadas utilizando-se DNA de
Penicillium griseofulvum, Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum theobromicola
provenientes do Centro de Pesquisa em Micologia Médica da Universidade de Chiba,
bem como de cepas de complexo Fusarium solani, F. oxysporum, F. napiforme e F.
delphinoides provenientes do Hospital de Clinicas da Unicamp (HC - UNICAMP).

c. Observacao dos produtos da técnica de LAMP.

Os produtos da reacdo de LAMP foram observados no grafico do aparelho
medidor de turbidez em tempo real (Loopamp EXIA; Eiken).

4.5.1.6. Técnica de PCR em Tempo real.

Essa técnica foi realizada in house e consistiu de duas etapas: a. reacao de PCR
em Tempo real; b. observacao dos produtos da técnica de PCR em Tempo real.
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a. Reacao de PCR em Tempo real

Cada amostra foi submetida a dois ensaios distintos: (1) identificacao de
complexo Fusarium nao-solani e (2) Identificacao de complexo Fusarium solani. Ambos os
ensaios foram realizados simultaneamente no equipamento StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, USA), utilizando a tecnologia Cycling Probe (Takara,
Japao).

O ensaio (1) foi realizado em uma reacao contendo, 10 ul de CyclavePCR®
Reaction Mix (Takara Co., LTD), 0,8 pl de sonda Fprobe1 [5 Eclipse-TCTGGTT(G)GA-
FAM3], 0,8 pl de primes Mix especifico para o género Fusarium Fusa28sF1(5'-
TgAAATCTggCTCTCggCC-3’) e Fusa28sR1 (5-GCTATCGGTCTCTGGCCGG-3'), 0,8 pl
de sonda de controle interno Lambda- probe1 [5” Eclipse -CGCTC(G)TAA-ROX37, 0,8 ul
de primers Mix de controle interno Lambda-primerF (5'-AGCAGAGCATGTTGCGCCAG-
3) e Lambda-primer2R (5"- CAACAAAGCTGCCTGATAG-3"), 2 ul de DNA de controle
interno, 2 pl do DNA da amostra e agua milli-Q para um volume final de 20 pl.

O ensaio (2) foi realizado em uma reacédo contendo, 10 ul de CyclavePCR®
Reaction Mix (Takara Co., LTD), 0,8 pl de sonda FSprobe1 [5 Eclipse-TTGGTG(A)GG-
FAM3'], 0,8 ul de primes Mix especifico para o género Fusarium Fusa28sF1 (5-
TgAAATCTggCTCTCggCC-3’) e Fusa28sR1 (5-gCTATCggTCTCTggCCgg-3°), 0,8 ul de
sonda de controle interno Lambda- probe1 [5” Eclipse —CGCTC(G)TAA-ROX3], 0,8 ul de
primers Mix de controle interno Lambda-primer1F (5'-AGCAGAGCATGTTGCGCCAG-3")
e Lambda-primer2R (5- CAACAAAGCTGCCTGATAG-3"), 2 ul de DNA de controle
interno, 2 pl do DNA da amostra e agua milli-Q para um volume final de 20 pl.

Os dois ensaios foram realizados de acordo com o0s seguintes parametros:
Temperatura (°C) Tempo minutos (m) e segundos (s).

Temperatura (2C) Tempo: minutos (m) e segundos (s)
95 10s
95 5 s (40 ciclos)
55 10 s (40 ciclos)
72 30 s (40 ciclos)
4 o
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b. Observacao dos produtos da técnica de PCR em Tempo real.

Os produtos da reacédo de PCR em tempo real foram observados no grafico do
aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA).

4.5.1.7. Técnica de Sequenciamento.

A técnica de sequenciamento foi realizada baseada em Moreira-Oliveira et al.
(139), porém foram feitas algumas alteragdes. Utilizou-se os reagentes Bigdye® (Applied
Biosystems) seguindo o protocolo recomendado para o equipamento AB/ Prism genetic
analyser 3100 (Applied Biosystems) descrito a seguir:

a. Amplificacdo do DNA alvo por PCR.

A reacao de PCR consistiu de 1 pl do DNA extraido da colénia do fungo, 12,5 L
de PCR Master Mix (Promega), 1,25 pl de cada iniciador, forward HS392 (5°-
TCAAAATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3)) e reverse HS393 (5'-
GCCTGGGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3") e agua milli-Q para um volume final
de 25uL. A PCR foi realizada de acordo com os seguintes pardmetros: Temperatura (°C)
Tempo minutos (m) e segundos (s).

Temperatura (°C) Tempo: minutos (m) e segundos (s)
95 2m
95 30 s (30 ciclos)
55 30 s (30 ciclos)
72 1m
72 5m
4 0

A seguir, os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose a 2% a 100 volts por 35 minutos, e posteriormente esse gel foi corado com
brometo de etidio, para a visualizagdo dos fragmentos amplificados.

38



Entdo o produto final da PCR foi purificado pela adicdo de 2uL da enzima
Exosap-IT (USB) a cada 5uL de produto de PCR e submetidos a 37°C por 30min e 80°C

por 15 min para inativacdo enzimatica.

b. Sequenciamento

Para as reagdes de sequenciamento foram utilizados 1 pl terminadores Big Dye;
1 pl de tampao “save” (2,5X); 1 yl de cada iniciador a 1,6 pmol, HS392 e HS393 e EF11
(5-GTGGGGCATTTACCCCGCC-3") e EF21 (5'-GAGTGGCGGGGTAAATGCC-3") para
a amplificacao do gene EF1a; 2 pl de DNA (produto de PCR) e completado com agua
destilada para 10 pl. As reacdes foram ao termociclador nas condigdes de amplificacao
com os seguintes pardmetros: Temperatura (°C) Tempo minutos (m) e segundos (s).

Temperatura (2C) Tempo: minutos (m) e segundos (s)
96 im

96 10 s (25 ciclos)

55 5 s (25 ciclos)

60 4 m (25 ciclos)

4 0

c. Precipitacdo da reacdo de sequenciamento.

Foram adicionados em cada tubo de reacdo 5 yl de EDTA a 125 uM e 60 pL de
etanol absoluto. Os tubos foram agitados e deixados a temperatura ambiente por 15
minutos e centrifugados por 30 minutos a 13.000 rpm a 4 °C. A seguir, os sobrenadantes
foram aspirados com pipeta e descartados. Foram adicionado aos “pellets” 60 pl de
etanol a 70% e centrifugados por 10 minutos a 13.000 rpm a 4 °C e os sobrenadantes
foram novamente aspirados com pipeta e descartados. Os sedimentos foram secos a
temperatura ambiente, protegidos da luz. As reag¢des foram suspensas com 10 uL de
formamida Hi-Di (Applied Biossystems), agitadas e desnaturadas em 95°C por 1 minuto e
colocadas em gelo.
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d. Analise do resultado de sequenciamento.

Os fragmentos de DNA amplificados de diferentes amostras foram alinhados no
programa ATSQ (Japan Software Inc.) e a homologia com outras sequéncias disponiveis
nos bancos de dados foi avaliada com as ferramentas BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) (140) e Fusarium MLST (136).

4.5.1.8. Arvore Filogenética

Para a andlise de similaridade genética entre as 21 cepas de Fusarium em
estudo, a historia evolucionaria foi realizada utilizando o método Neighbor — Joining com
uma andlise de brootstrap de 1000 replicagcdes. As distancias evolucionarias foram
computadorizadas utilizando o método Maximum Composite Likelihood no programa
MEGADS e no final da analise dos dados existiu um total de 582 posicoes (141 — 144).

4.6. Suporte financeiro.

Este projeto recebeu auxilio-pesquisa da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP), processo: 2011/16205-5 e da Agéncia de Cooperagao
Internacional do Japao (JICA).
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5.

RESULTADOS
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5.1.

Populacao de estudo

Foram selecionados 22 Fusarium spp. isolados de culturas de sangue sendo que

dos 21, 18 pertenciam a micoteca do Laboratorio de Investigacdo em Fungos da FCM—
UNICAMP, 3 a micoteca do Laboratério de Microbiologia do HC-FMUSP ( Tabela 1) ,
(Tabela 2).

Tabela 1: Fusarium de cultura de sangue do HC UNICAMP de 2006 a 2012.

o ESPECIME IDENTIFICACAO
N°LIF ~ DATA ~ PACIENTE CLIiNICO MORFOLOGICA no LIF/FCM
916 21/out RARS sangue Fusarium spp.
917 09/nov AGSA sangue Fusarium spp.
952 28/nov MACS sangue Fusarium spp.
1103 20/jul CJBO sangue Fusarium spp.
1196 29/mar MDLS sangue Fusarium spp.
1202 27/mar JAP sangue Fusarium spp.
1207 23/jul MCJ sangue Fusarium spp.
1372 16/nov NFS sangue Fusarium spp.
1549 09/dez EA sangue Fusarium spp.
1601 11/dez ER sangue Fusarium spp.
1603  02/mar JWG sangue Fusarium spp.
1554 19/jan JV sangue Fusarium spp.
1631 28/jul VSJJ sangue Fusarium spp.
1750 03/jun MDMM sangue Fusarium spp.
2008 29/nov MMSS sangue Fusarium spp.
2009 30/nov MMSS sangue Fusarium spp.
2010 25/nov MMSS sangue Fusarium spp.
2020 26/jun WLO sangue Fusarium spp.

*Ne LIF: Numero de identificacao da cepa pelo Laboratério de investigacao fungica do HC
UNICAMP.

Tabela 2: Fusarium de cultura de sangue do HC FMUSP.

NeLIM DATA ESPECIME IDENTIFICACAO
* ** PACIENTE CLIiNICO MORFOLOGICA no LIM/FM
56 ND SS sangue Fusarium spp.
57 ND SS sangue Fusarium spp.
65 09/mar JCC sangue Fusarium spp.

*Ne LIM: Numero de identificagdo da cepa pelo Laboratério de bacteriologia do HC

FMUSP. ** ND: informacéao nao disponivel.
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5.2. ldentificacdo molecular das espécies de Fusarium spp.

5.2.1.Técnica de DNA microarray
A técnica de DNA microarray identificou dezessete amostras como pertencentes

ao complexo Fusarium solani e quatro como complexo Fusarium nao-solani (Figura 3).

Figura 3. Representativo padréo de hibridizacdo do complexo Fusarium nao-solani (1), complexo
Fusarium solani(2) e do controle positivo utilizado na técnica DNA microarray. Sendo um grupo de
pontos de hibridizacdo espécifica visualizados dentro do circulo e o restante dos pontos
representativos da hibridizagdo da biotina (negativo para as outras espécies) e o controle positivo
pode ser visualizado dentro do quadrado. O controle positivo representa uma sequencia comum
para as espécies de fungos.

5.2.2. Técnica de amplificacdo circular isométrica ( Loop — mediated isothermal
amplification (LAMP).

Através da técnica de LAMP foram identificadas dezessete amostras como
pertencentes ao complexo Fusarium solani e quatro como complexo Fusarium nao-solani
(Figura 4).
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Figura 4: produtos da reacdo de LAMP observados no grafico do aparelho medidor de

turbidez em tempo real (Loopamp EXIA; Eiken).

5.2.3. Técnica de PCR em Tempo real

A técnica de PCR em Tempo real identificou dezessete amostras como

pertencentes ao complexo Fusarium solani e quatro como complexo Fusarium nao-solani.

Sendo considerado complexo Fusarium nao-solani quando amplificado somente

a sonda de identificacdo de complexo Fusarium nao-solani (Figura 5) e complexo

Fusarium solani quando amplificado as duas sondas de identificagdo complexo Fusarium

nao-solani e complexo Fusarium solani (Figura 6).

Sonda A

Amplification Plot

Sonda B

Amplification Plot

FEEGEEGGEREEEERGRE

i
a

o 0 c o e ¢ o

T ooagnaon

Figura 5. Graficos de amplificacdo da sonda (a) complexo Fusarium nao-solani e de nao

amplificacdo da sonda (b) complexo Fusarium solani, tendo como resultado Fusarium complexo

nao solani.
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Figura 6. Graficos de amplificacdo das sondas (a) complexo Fusarium nao-solani e (b)

complexo Fusarium solani, tendo como resultado Fusarium complexo solani.

5.2.4. Técnica de Sequenciamento

Os resultados da técnica de sequenciamento quando comparados nos bancos de
dados do BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) (140) e Fusarium MLST (136),
identificaram dezessete amostras como complexo Fusarium solani, trés como Fusarium
napiforme (complexo Fusarium nao-solani) e uma como Fusarium oxysporum (complexo

Fusarium nao-solani) (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados da técnica de sequenciamento comparados nos bancos de
dados

Banco de dados

0 Genbank ( NCBI) Fusarium (MLST)
N2 LIF e o
Identificacao
homologia % acesso homologia % acesso

916 FSSC 100 AB817216.1 100 CBS 490.63
917 FSSC 100 AB817231.1 99 CBS203.32
952 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS203.32
1103 FSSC 100 AB817216.1 100 CBS490.63
1196 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS203.32
1202 FSSC 100 AB817216.1 100 CBS490.63
1207 FSSC 100 AB817216.1 100 CBS490.63
1372 FSSC 100 AB817216.1 99 CBS490.63
1549 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS203.32
1601 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS203.32
1603 FSSC 100 AB817231.1 99 CBS203.32
1554 FSSC 100 AB817222.1 99 CBS239.39
1631 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS203.32
1750 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS203.32
2008 FNSSC ( Fusarium napiforme) 98 AF160266.1 98 CBS748.97
2009 FNSSC ( Fusarium napiforme) 99 AF160266.1 98 CBS748.97
2010 FNSSC ( Fusarium napiforme) 99 AF160266.1 98 CBS748.97
2020 FSSC 100 AB817231.1 100 CBS224.34

56 FSSC 99 HE647957 .1 99 CBS174.81

57 FSSC 99 AB817203.1 99 CBS238.39

65 FNSSC ( Fusarium oxysporum) 100 KF372592.1 99 CBS743.79

FSSC: complexo Fusarium solani, FNSSC: complexo Fusarium nao-solani.

5.2.5. Comparacao entre as técnicas de identificacdo molecular.

As trés metodologias demonstraram 100% de especificidade e a técnica de
LAMP também demostrou uma sensibilidade de 100% (Tabela 4). A concordancia
encontrada entre os resultados das trés metodologias comparados com os resultados da
técnica de sequenciamento de DNA também foi de 100%, na identificacao das espécies
de Fusarium isolados de cultura de sangue (Tabela 5).
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Tabela 4: Resultados da sensibilidade e da especificidade das trés técnicas

moleculares

METODOLOGIA SENSIBILIDADE % ESPECIFICIDADE %
DNA microarray complexo Fusarium solani
Fusarium napiforme 100 ND ND
Fusarium oxysporum
LAMP . .
complexo Fusarium solani - .
E oxVSporum Penicillium griseofulvum
- OXYsp 100 Cladosporium cladosporioides 100
F. napiforme . )
. Collectotrichium theobromine
F. delphinoides
PCR em tempo rea complexo Fusarium solani
Fusarium napiforme 100 ND ND
Fusarium oxysporum
Sequenciamento complexo Fusarium solani
Fusarium napiforme 100 ND ND
Fusarium oxysporum
ND: n&o disponivel.
Tabela 5: Resultados da comparacao das trés técnicas moleculares
Ne 'DENT[')':ﬁAGAO IDENTIFICAGAO L%i";'; fgﬁﬁg IDENTIFICAGAO CONCORDANCIA
AMOSTRA o eRAY LAMP REAL SEQUENCIAMENTO %
916 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
917 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
952 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1103 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1196 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1202 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1207 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1372 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1549 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1601 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1603 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1554 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1631 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
1750 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
2008 FNSSC FNSSC FNSSC Fusarium napiforme (FNSSC) 100%
2009 FNSSC FNSSC FNSSC Fusarium napiforme (FNSSC) 100%
2010 FNSSC FNSSC FNSSC Fusarium napiforme (FNSSC) 100%
2020 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
56 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
57 FSSC FSSC FSSC FSSC 100%
65 FNSSC FNSSC FNSSC Fusarium oxysporum (FNSSC) 100%

FSSC: complexo Fusarium solani, FNSSC: complexo Fusarium nao-solani.

47



5.2.6.Arvore Filogenética

Apds a construcéo da arvore filogenética, obtivemos os seguintes agrupamentos
entre as espécies encontradas neste estudo com a partir da técnica de sequenciamento.

1603 F. solani
1750 F. solani
1601 F. solani
1549 F. solani
1196 F. solani
952 F. solani

g5 | 1917 F. solani

2020 F. solani

95 1631 F. solani
L— 56 F. solani

57 F. solani
100 99[ 1554 F. solani
gg) 1207 F. solani
1372 F. solani

100 916 F. solani
1103 F. solani
=1
1202 F. solani

65 F. oxysporum

—— 2008 F. napiforme

99 2009 F. napiforme
3312010 F. napiforme

Figura 7: Arvore filogenética mostrando a relacdo entre as espécies de Fusarium de sangue. A
arvore foi construida baseada em fragmentos de sequéncia do gene EF1q, utilizando o método

neighbor —joining. Uma andlise de brootstrap foi feita com 1000 repeticoes.
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6.

DISCUSSAO
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Em nosso estudo, encontramos que a maioria de nossas amostras 81%
pertenciam a espécie complexo Fusarium solani e 19% ao complexo Fusarium nao —
solani. Dados esses que concordam com estudo de Galimberti et al. (12), apud Nelson et
al.(14), Negroni et al. (145), Dignani et al. (9), onde relatam que a espécie do complexo
Fusarium solani é responsavel pela maioria das infeccdes em humanos (50%), e em
menor porcentagem Fusarium oxysporum (20%), Fusarium verticillioides (20%), Fusarium
moniliforme e Fusarium roseum.

A identificacdo de Fusarium é muitas vezes dificil e requer um laboratério
especializado. O diagnéstico de fusariose em laboratdrio inclui critérios como: um quadro
clinico compativel, um exame micoldgico direto com tipicas hifas septadas, ramificacao
das hifas a 45°C e isolamento de Fusarium em duas culturas sucessivas com a auséncia
de outros fungos (76).

Um diagndstico precoce de fusariose pode levar a mudangcas na terapia
antifungica e ser crucial para a melhora do paciente (2). Métodos baseados em &cidos
nucleicos séo frequentemente utilizados para identificacdo de Fusarium sp em pesquisas.
(33).

A técnica de microarray vem sendo utilizada na identificagcdo de microrganismos
de importancia clinica como virus, bactérias fungos e parasitas e tem adquirido uma
atencao relevante, devido seu rapido e eficiente potencial de descriminacao, identificando
sequéncias de diferentes regides de seu alvo em um unico teste, o que a torna uma
técnica de baixo custo. (44, 50).

Nosso estudo visou a identificagdo das 21 cepas de Fusarium sp. , através da
técnica de DNA microarray, sendo 18 de isolados de sangue de pacientes com doencas
onco-hematologicas do ano de 2006 a 2013 pertencentes a micoteca do Laboratério de
Investigacdo em Fungos da FCM-UNICAMP, 3 da Micoteca do Laboratorio de
Bacteriologia da FMUSP isoladas entre os anos de 2009 e 2010. A técnica identificou as
21 amostras inclusas de uma forma sensivel, em um curto periodo de 4 horas, sendo 17
delas identificadas como complexo Fusarium solani e trés como complexo Fusarium nao -
solani. QOutros estudos também apresentaram relatos de um bom desempenho na
utilizacdo da técnica de microarray para a identificacdo das espécies de Fusarium de
amostras clinicas.

Hsiao et al. (40) realizaram um estudo no qual desenvolveram um array para a
identificacdo de 64 espécies com 32 géneros de fungos filamentosos de importancia

médica, causadores de infeccbes superficiais cutdneas, subcutaneas e invasivas,
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utilizando a amplificacao da regiao ITS do DNA ribossomal com a utilizacao dos primers
ITS1 e ITS2. Neste array foi desenhado uma sonda para uma identificacao
simultaneamente das espécies F. oxysporum, F. pallidoroseum e F. moniliforme, a qual
nao permitiu a discriminacao entre as trés espécies, € uma sonda para a identificacao de
F. solani. Foram testadas 290 cepas alvos neste estudo, sendo 233 cepas de referéncia
obtidas de centros de colecdao de culturas (American Type Culture Collection,
Bioresources Collection and Research Center e CBS) e 57 de isolados clinicos e 107
cepas nao alvo, sendo 93 cepas de referéncias e 14 de isolados clinicos, obtendo uma
sensibilidade de 98,3% e uma especificidade de 98,1%. E tempo total para a realizacéo
desse teste foi de 24 horas a partir da colbnia isolada.

Spiess et al. (3) realizaram um estudo no qual fizeram a construcao de um
array para a identificacdo de 14 espécies de fungos patogénicos (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida
glabrata, Candida lusitaniae, Candida tropicalis, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Mucor racemosus, Rhizopus microsporus, Scedosporium prolificans e Trichosporon asahii
em 91 amostras de sangue, lavado brénquio alveolar e tecido de 46 pacientes
neutropénicos, com a amplificacdo do gene RNA ribossomal das regiaoes 18s, 5.8s e
ITS1, sendo identificados espécies de Fusarium em amostras de lavado brénquio
alveolar, onde o array para identificacdo de Fusarium solani apresentou um bom resultado
com uma hibridacdo especifica; porém o array para a identificacdo de Fusarium
oxysporum néo teve um bom desempenho pois seu limite de deteccéo ficou abaixo do
limite de deteccéo que era de 500pg, com apenas 10pg.

Em um estudo, Campa et al. (44), realizaram a constru¢do de um array para a
identificacao 24 espécies de fungos frequentemente isolados de infec¢des invasivas e
superficiais (Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida famata, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida kefyr, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida
lusitaniae, Candida metapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida parapsilosis, Candida
pulcherrima, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus,
Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichosporon cutaneum, Epidermophyton
floccosum, Fusarium solani, Microsporum canis, Penicillium marneffei e Saccharomyces
cerevisiae) para a amplificacdo da regido ITS (IT1 e ITS2) do DNA ribossomal. Entre
esses fungos estava incluso a espécie de Fusarium solani, a qual a padronizacao do array
foi realizada com uma cepa padrdo de Fusarium solani (Fusarium solani CBS 208.29),
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obtendo um resultado satisfatério, identificando a cepa de uma forma sensivel e com uma
interpretacdo nao ambigua, porém nao foram testadas amostras clinicas de Fusarium sp.

Hsiue et al. (24) construiram uma array para a identificacdo de 146 espécies de
fungos em 116 culturas de sangue, o qual continha uma sonda para uma identificacéo
simultaneamente das espécies F. oxysporum, F. pallidoroseum e F. moniliforme, nao
permitindo a discriminacéo entre as trés espécies, uma sonda para a identificacdo de F.
solani e uma sonda para a identificacao de F. moniliforme. O teste foi realizado em um
periodo entre 16 e 24 horas, a partir do crescimento da cultura de sangue, e as regioes
amplificadas foram ITS1 e ITS2 do RNA ribossomal. A especificidade e a sensibilidade
encontrada neste estudo foi de 100%, porém nao foram identificadas nenhuma das 116
culturas de sangue com a espécie Fusarium, sendo as sondas de Fusarium testadas
somente com amostras padrao.

Com base em nosso estudo e nos estudos ja relatados sobre identificacdo de
Fusarium de amostras clinicos através da técnica de DNA microarray, esta técnica
mostrou ter uma grande importancia para a identificacdo de fungos filamentosos,
apresentando-se como uma rapida ferramenta e uma alternativa efetiva na identificacao

convencional de Fusarium de infeccao sistémica (Tabela 6).
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Tabela 6: Comparacao dos estudos com a metodologia de DNA microarray.

PLATAFORMA
AUTOR, ANO  (ESPECIESDE MATERIAL DNAALVO ESPECIES E);rEECNlIJZ%O SENSIBOLLIDADE ESPECI';I'CIDADE
FUNGOS)
DNA .
Presente estudo 23 sangue ribossomal complexo F.~solan/ . 4 horas 100 -
(ITS1 e ITS2) complexo F. ndo-solani
infeccbes
putén(a:as DNA F. oxysporum
Hsiao et al., (2005) 64 infecoes L csomal F. pallidoroseum 24 horas 98,30% 98,10%
subcutaneas (ITS1 e ITS2) F. moniliforme
infeccbes F. solani
invasivas
F. solani: bom
RNA resultado,
. ) hibridizac&o
Spiess et al., (2007) 14 BAL rlg)gssgrgal E F. solani - espécifica e senivel -
( I'T'S 1') S - oxysporum F. oxysporum:
deteccao abaixo do
limite 10pg (500pg)
Eusarium solani DNA satisfatorio,
Campa et al., (2008) 24 CBS 208.29 ribossomal F. solani - especifico e ndo -
: (ITS1 e ITS2) ambiguo.
DNA
Hsiue et al., (2010) 146 culturas de o somal - 16224 100 100
sangue 181 e TS2)

- : Nao disponivel

A técnica de amplificacdo circular isotérmica (LAMP) vem sendo recentemente
descrita como uma nova técnica de amplificacdo de acido nucleico, como um teste facil e
rapido para um diagnostico mais rapido de fungos de amostras clinicas (145).

Em nosso estudo na deteccéo das 21 cepas de Fusarium sp. isolados de sangue
de paciente com doengas onco-hematologicas do ano de 2006 a 2013 a técnica de LAMP
apresentou resultados altamente especificos e sensiveis, amplificando seis regides
distintas do gene alvo em menos de 30 minutos, identificando 17 cepas como complexo
Fusarium solani e 4 como complexo Fusarium nao-solani. Outros estudos também
obtiveram sucesso no uso da técnica de LAMP para a identificagdo de DNA de espécies
de Fusarium.

No estudo de Nissen e Vogal (147), eles utilizaram a técnica de LAMP para a
identificacdo Fusarium graminearum em sementes de trigo e cevada, com a utilizagdo de
seis pares de primers para a amplificacdo do gene goaA, o qual obteve um resultado
especifico e sensivel com um limite de deteccao de 2ng/uL em menos de 30 minutos.

Abd-Elsalam et al. (76) realizaram um estudo utilizando a técnica de LAMP para

a identificacao da espécie Fusarium graminearum em amostras de gréo branco, com a
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utilizacao de trés pares de primers para a amplificacdo de seis regides distintas do gene
goaA. Essa identificacao foi realizada em um teste de 60 minutos com 100 ng/mg de
DNA, apresentando um resultado especifico e sensivel.

Nissen et al. (148) obtiveram um bom resultado, utilizando a técnica de LAMP
para a identificacdo da espécie Fusarium tricinctum em um Unico gréo de cevada, com a
utilizacdo de trés pares de primers para a amplificacdo de seis regides distintas do gene
acli. Em um teste de 60 minutos, identificou Fusarium tricinctum com um limite de
deteccao de 0,95pg de forma especifica e sensivel.

Denschlag et al. (149) encontraram um bom resultado na aplicacao da técnica de
LAMP para a identificagdo de Fusarium graminearum em amostras de malte, através da
amplificacdo de seis regides distintas do gene hyd5 utilizando trés pares de primers,
sendo este teste realizado em um periodo de 30 minutos, com um limite de deteccao de
0,74 pg, apresentando ser uma técnica rapida, sensivel.

Porém ndo existem relatos na literatura sobre a aplicacdo da técnica de LAMP
para identificacdo de espécies de Fusarium em amostras clinicas, o que torna ressalta a
importancia do nosso estudo, mostrando que a técnica de LAMP pode ser utilizada como
uma ferramenta rapida, especifica e sensivel, para a identificacdo de Fusarium de
amostras clinicas (Tabela 7).

Tabela 7: Comparacao dos estudos com a metodologia de LAMP.

AUTOR, ANO ESTUDO RESULTADO
Fusarium spp. (amostras .
Presente estudo de sangue); gene RPB2 zgg/uel‘c ;c;gosn;:]r:;\tlcg)
(ITS1 e ITS2) P ’

Fusarium graminearum
Nissen e Vogal, (2010) (sementes de trigo e
cevada); gene goa A

Fusarium graminearum
Abd-Elsalam et al., (2011) (grao branco); gene goa
A

Fusarium tricinctum (um
Niessen et al., (2012) unico grao de cevada);
gene acl1 e gene tef-1a

<2ng (30 minutos)
especifico, sensivel

— (60 minutos)
especifico, sensivel

0,95pg (60 minutos)
especifico, sensivel

Denschlag et al., (2012)  Fusarium graminearum

(malte): gene hyd5 0,74pg (30minutos)

sensivel

- : Nao disponivel

54



A técnica de PCR em tempo real vem sendo oferecida como uma nova
ferramenta que além de detectar o DNA de fungos, também pode realizar sua
quantificacéo, apresentando um maior grau de precisdo comparado com a reacdo de PCR
padrao (51, 150).

Em nosso estudo utilizando a técnica de PCR em tempo real, realizamos um
ensaio para a identificacdo da espécie complexo Fusarium solani e para a espécie
complexo Fusarium nao — solani, através da amplificacdo do gene 28 s do RNA
ribossomal. Com esse ensaio identificamos 17 das 21 amostras como complexo Fusarium
solani e quatro como complexo Fusarium nao — solani, de uma forma sensivel e rapida ,
em uma reacao de aproximadamente 120 minutos de duracdo. Outros estudos também
obtiveram um bom resultado na aplicacao da técnica de PCR em tempo real.

Reischer et al. (114), realizaram um ensaio de PCR em tempo real para a
identificacdo de Fusarium graminearum em planta, através da amplificacdo do gene beta
— tubilin, obtendo um resultado especifico e sensivel com um limite de detec¢gdo menor
que cinco cépias do gene alvo por reacao.

Bernal — Martinez et al. (151), fizeram um ensaio de PCR em tempo real, com o
objetivo de identificar espécies de Fusarium solani e Fusarium oxysporum em amostras
de pulmao e soro de modelo murino, pela amplificacdo da regido ITS1 do gene DNA
ribossomal. A sensibilidade encontrada neste ensaio foi de 100% para ambas as espécies
e amostras, porém a especificidade encontrada foi variada, sendo que, na espécie F.
solani nas amostras de pulmao foi de 94% e para as amostras de soro foi de 87%, ja para
a espécie F. oxysporum a especificidade encontrada foi de 87% nas amostras de pulméao
e 43% nas amostras de soro. E o limite de detecg¢éo obtido neste ensaio foi de 10fg/ ul.

Scauflaire et al. (113), realizaram um ensaio de PCR em tempo real para a
identificacao de quatro espécies de Fusarium em amostras de milho, sendo essas, F.
proliferatum, F. subglutinans, F. temperatum e F. verticillioides. Os genes de escolha para
este ensaio foram o EF1a e o Cal e o limite de detec¢do encontrado foi menor que 5pg de
DNA para a PCR simples e menor que 50pg de DNA para a PCR multiplex, obtendo um
resultado especifico e sensivel.

Haegi et al. (152) realizaram um ensaio de PCR em tempo real para a
identificacdo de Fusurium oxysporum em plantas de mamao, através da amplificagdo do
gene TEF1a. Este ensaio apresentou resultados altamente especificos sem nenhuma
reacao cruzada com outras espécies de Fusarium ou outros patégenos contaminantes de

plantas de mamao e sensiveis identificando o Fusarium oxysporum no caule da planta de
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mamé&o assintomatica no inicio do estagio da infeccdo, com um limite de detecgéo de 1pg
de DNA.

A técnica de PCR em tempo real mostrou em nosso estudo e nos outros estudos
relatados ser uma metodologia rapida, sensivel e especifica, com um bom desempenho
para a identificacao de Fusarium, corroborando com os resultados de sensibilidade da
técnica de DNA microarray e com os resultados de sensibilidade e especificidade da
técnica de LAMP. De acordo com nosso conhecimento, ainda nao foram publicados
artigos com a técnica de PCR em Tempo real para a identificacdo de Fusarium de
amostras clinicas de sangue de humanos, o que torna nosso estudo de grande relevancia
(Tabela 8).

Tabela 8: Comparacao dos estudos com a metodologia de PCR em tempo

real.
Sl TEMPO LIMITE SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE
AUTOR, ANO (ESPECIES  MATERIAL ALVO ESPECIES : - o o
FUNGOS) EXECUCAO DETECCAO % %
RNA
FSSC ) FSSC
Presente estudo ENSSC sangue ribossomal ENSSC 2 horas 2ng/uL 100 -
(28s)
Reischer et al., i . . _ < 5 copias do . - _
(2004) F. graminearum planta beta - tubulin F. graminearum gene por reagdo sensivel e especffica
F. solani: 94%
Bernal - i . DNA i pulmao, 87% soro
. F. solani modelo murino . F. solani
Martinez et al., F. oxysporum  ( pulmao, soro) ribossomal E oxvSporum - 10 fg/ pl F. oxysporum: 100%
(2012) - OXysp P g (ITS1) - OXysp 87% pulmao, 43%
soro
F. proliferatum F. proliferatum <5pgde DNA:
Scauflaire et F. subglutinans miho EF1a e Cal F. subglutinans _ PCR simples sensivel e _
al., (2012)  F. temperatum F. temperatum < 50 pg de DNA especifico
F. verticillioides F. verticillioides : multiplex PCR
Haegi et al.,

F. oxysporum plantade mamao TEF1a F. oxysporum - 1pg de DNA sensivel e especifica

(2013)

FSSC: complexo Fusarium solani, FNSSC: complexo Fusarium nao—solani

Para as técnicas de PCR em tempo real e DNA microarray em nosso estudo, nao
foi realizado o controle de especificidade, somente da técnica de LAMP. Pois os
resultados de especificidade das duas técnicas ja haviam sido bem estabelecidos pelos
pesquisadores da Universidade de Chiba.

A ultima metodologia aplicada neste estudo foi a técnica de sequenciamento de
DNA, a qual vem sendo estabelecida como o padrédo ouro para a identificagdo de fungos,
com uma separacao objetiva entre o género e a espécie (120). Empregamos esta técnica
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com o objetivo de validar os resultados encontrados na comparagdo entre as trés
metodologias aplicadas em nosso estudo, DNA microarray, LAMP e PCR em tempo real.

Em nosso estudo realizamos a técnica de sequenciamento de DNA utilizando
primers para a amplificacdo do gene EF1a, a qual identificou 17 das 21 amostras com
complexo Fusarium solani e quatro como complexo Fusarium complexo nao — solani,
sendo dessas quatro, trés foram identificadas como Fusarium napiforme e uma como
Fusarium oxysporum. As sequéncias encontradas em nossas amostras foram
comparadas com o0s bancos de sequéncias genéticas GenBank e MLST Fusarium. No
GenBank a porcentagem de homologia encontrada foi de 99 a 100% para 20 amostras e
de 98% somente em uma amostra e no MLST Fusarium a porcentagem de homologia
encontrada foi de 99 a 100% para 18 amostras e de 98% para trés amostras. O teste foi
realizado em um periodo de 12 horas e obteve um resultado sensivel e especifico,
confirmando assim os resultados encontrados nas trés metodologias aplicadas em nosso
estudo.

Outros estudos também utilizaram a técnica de sequenciamento de DNA para a
identificacdo de espécies de Fusarium, como o estudo de Hennequin et al. (127) o qual,
sequenciaram 33 isolados de Fusarium com a amplificacdo da regido 28s do RNA
ribossomal. Suas sequéncias encontradas foram comparadas com o banco de sequéncias
genéticas GenBank, sendo identificadas as espécies F. dimerum, F. solani, F. oxysporum,
F. moniliforme, F. chlamydosporum, F. semitectum, com uma porcentagem de homologia
que variou de 98,16 a 100% e o periodo total da realizacao da técnica foi de 48 horas.

Hall et al. (122), utilizaram a técnica de sequenciamento de DNA para a
identificagcdo de fungos filamentosos e, entre eles, 9 foram identificados como Fusarium
solani com uma média de variacdo de homologia de 0 — 0,62%, e um como Fusarium
oxysporum com uma média de variacao de homologia de 1,25%. Os primers utilizados
foram para a amplificacdo da regiao D2 do DNA ribossomal e as sequéncias encontradas
foram comparadas com o banco de sequéncias genéticas MicroSeq D2 fungal library,
obtendo um resultado sensivel e especifico.

Alastruey—lzquierdo et al. (153), identificaram 67 amostras de Fusarium spp.
através da técnica de sequenciamento de DNA, com a amplificacdo do gene Efa. Seus
resultados foram comparados com o banco de sequéncias genéticas GenBank, onde
identificaram as espécies F. solani, F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides, F.
equiseti e F. reticulatum, todos com uma porcentagem de homologia de 100%.
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Seyfarth et al. (154), utilizaram a técnica de sequenciamento de DNA para a
identificacdo de uma amostra de Fusarium isolado de sangue, com a amplificacdo das
regides ITS1 e 5.8s do DNA ribossomal. Suas sequéncias encontradas foram comparadas
com o banco de sequéncias genética GenBank, onde foi identificada a espécie Fusarium
proliferatum, com uma porcentagem de homologia de 98%.

Através dos resultados encontrados em nosso estudo e nos outros estudos
relatados, podemos observar que a técnica de sequenciamento identificou o género e a
espécie do Fusarium com uma grande porcentagem de homologia comparada com o0s
bancos de dados sendo um teste altamente sensivel e especifico, validando assim nossos

resultados encontrados nas trés metodologias (Tabela 9).

Tabela 9: Comparacéao dos estudos com a metodologia de Sequenciamento
de DNA.

BANCO DE
N2 . TEMPO N %
AUTOR, ANO MATERIAL ALVO ESPECIES - SEQUENCIA
FUSARIUM EXECUCAO GENETICA HOMOLOGIA
17 FSSC 4 FNSSC GenBank 20(99a100)
) 1(98)
(8 Fusarium
Presente estudo 21 sangue EFla napiforme e 12 horas
1 Fusarium Fusarium MLsT ~ 18(392 100
oxysporum) 3(98)
18 cepas de F d/mer/um
P F. solani
referéncias F. oxysporum
Hennequinetal, 54 _15isolados — RNAribosssomal o e e 48 horas GenBank (98.16 2 100)
(1999) clinicos (infecgdes (28s) £
superficiais e )
A chlamydosporum
sistémicas) .
F. semitectum
F. solani: média
Hall et al., . - DNA ribossomal 9 F. solani MicroSeq D2 variagao 0 - 0.62
(2004) 10 isolados clinicos (D2) 1 F. oxysporum - fungal library F oxysporum:
média variagao
1.25
24 pele ou unha
16 ocHIar F. solani
13 sitio
Alastruey - respiratori F. oxysporum
Isquierdo et al., 67 espiratorio EFi1a F. proliferatum - GenBank 100
7 sangue o
(2008) X F. equiseti
1 urina F. reticulatum
1 fluido pericéardico ’
5 origem
Seyfarth et al., RNA ribosssomal i o
(2008) 1 sangue (ITS1 e 5.85) F. proliferatum GenBank 98%
FSSC: complexo Fusarium solani, FNSSC: complexo Fusarium nao—solani, - : nao
disponivel.

Em nossa arvore filogenética construida a partir da metodologia de
sequenciamento de DNA, observamos um alto indice de confiabilidade nos resultados
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com a formacgéo de duas clades, uma do complexo Fusarium solani e outra do complexo
Fusarium nao — solani, sendo que no complexo Fusarium solani também observamos
uma variabilidade genética interna.

Contudo, nosso estudo foi de grande relevancia para o conhecimento de novas
técnicas de biologia molecular que podem contribuir para um diagnostico rapido e mais
preciso da espécie de Fusarium spp, aumentando consideravelmente as chances de
melhora do paciente.

Em nosso estudo encontramos algumas limitagdes como: primeiramente
propusemos a identificacdo de espécies de Fusarium de amostras clinicas da enfermaria
de Hematologia do HC-UNICAMP, em paciente com leucemias agudas, € na enfermaria
de Transplante de Medula Ossea do HC- UNICAMP, em pacientes submetidos a
transplantes de medula éssea alogénico aparentados e nao aparentados através da
técnica de LAMP. Porém durante o periodo de coleta, julho de 2012 a julho de 2013, s6
obtivemos uma amostra positiva de um paciente da enfermaria de Hematologia portador
de leucemia mieloide aguda, fato este que nos levou a optar pela inclusdo da parte
retrospectiva em nosso estudo, incluindo amostras de Fusarium da micoteca do
Laboratdrio de Investigagdo em Fungos FCM- UNICAMP e da micoteca do Laboratério de
Microbiologia da HC-FCMUSP e também pela inclusdo de outras técnicas moleculares
como o DNA microarray e a técnica de PCR em Tempo real.

O numero de amostras inclusas no nosso estudo nao foi muito expressivo. O
controle de especificidade s6 foi realizado para a metodologia de LAMP, n&o obtendo
resultado de especificidade das técnicas de DNA microarray e PCR em tempo real.
Também ndo foi realizada a analise de custo — efetividade de cada uma das nossas
metodologias estudadas.

Tendo como base nosso estudo esperamos realizar as seguintes perspectivas

em futuros estudos:

e a extracdo do DNA direto da amostra clinica, sem ter que esperar o crescimento

da cultura de fungo o qual varia de uma semana a mais.

e a utilizacdo das nossas metodologias no local de atendimento.
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e a construgcdo de uma plataforma de microarray para a deteccdo do gene de
resisténcia do fungo, auxiliando em uma terapia precoce e mais apropriada para o
paciente.

e a construcdo de uma plataforma de microarray que possa identificar nao somente

os fungos mas também virus e bactérias.

e a realizacdo da andlise de custo — efetividade de cada uma de nossas
metodologias estudadas.
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7. CONCLUSAO
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Em nosso estudo as trés metodologias aplicadas DNA microarray, LAMP e PCR
em tempo real apresentaram alto desempenho, com uma concordancia de 100% entre
elas e quando comparadas a técnica de sequenciamento de DNA, a qual vem sendo
utilizada como o padrdo ouro para a identificacdo de fungos, a porcentagem de
concordancia encontrada também foi de 100%, validando assim nossos resultados.
Porém a técnica de LAMP demonstrou ser mais acessivel do que as técnicas de DNA
microarray e PCR em tempo real por ser mais rapida.

Na avaliacdo tanto dos primers da técnica de LAMP quanto do array da
metodologia de DNA microarray, ambos demostraram um alto desempenho na
identificacdo Fusarium spp. a partir da cultura de amostras clinicas de sangue de
pacientes com doencas onco-hematolégicas.

A metodologia de LAMP também apresentou uma sensibilidade e uma
especificidade de 100% e as metodologias de DNA microarray e PCR em tempo real
apresentaram uma especificidade de 100%.

Esses resultados indicam que a técnica de LAMP € uma metodologia promissora
para ser utilizada na rotina de diagndstico de fungos filamentosos, auxiliando em uma
terapia apropriada de uma forma rapida e especifica, proporcionando assim uma melhora

ao paciente.
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9.1. Anexol. Parecer do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 30/11/11
(Grupo I)

PARECER CEP: N° 964/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0870.0.146.000-11

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE FUSARIUM DE AMOSTRAS
CLINICAS DO HOSPITAL DE CLINICAS DA UNICAMP ATRAVES DA TECNICA DE
LOOP - MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP) E CORRELACAO
COM AS ESPECIES COMUNS NA VEGETACAO DO SEU ENTORNO”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marcela de Souza

INSTITUICAO: Hospital de Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 12/09/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 30/05/12 e 30/11/12 (O formulério encontra-se no site acima).

IT- OBJETIVOS.

Realizagdo do método LAMP para identificagdo de fungos das espécies de Fusarium na
corrente sanguinea, eventualmente isolados de pacientes com doengas onco-hematologicas.
Construgdo de primers para identificagdo destes fungos. Correlagdo com espécies de fungos
geralmente encontradas nas plantas ao redor da UNICAMP.

111 - SUMARIO.

Estudo prospectivo a ser conduzido no setor de micologia e laboratério de epidemiologia
molecular e fungos - FCM UNICAMP. Serdo efetuadas coletas de amostras de sangue de
pacientes com doengas onco-hematologicas com suspeita de fungemia. Estas amostras serdo
avaliadas para a identificagdo dos fungos pelo método LAMP. Para tanto, serdo anteriormente
extraidos 0 DNA das amostras de fungos filamentosos para elaborag¢do dos primers necessarios a
utilizagdo do método. Apos a identificagdo das cepas de fungos e respectiva freqiiéncia na
populagdo estudada serdio também levantados os dados de plantio, colheita e identificagdo da
vegetagdo ao redor da UNICAMP, no que tange as espécies de FUsarium presentes na vegetagdo
e efetuada a correlagio destes dados, no sentido de diagnosticar uma possivel causa para a
incidéncia destas infecgdes.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.

Apds analisar as respostas as pendéncias encaminhadas em 09/11/11, todas as questdes
solicitadas pelo Comité de Etica em Pesquisa foram respondidas, com isso o projeto de pesquisa
encontra-se adequadamente redigido e de acordo com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas
complementares, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936

Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-T187

13083-887 Campinas — SP cep{@fem.unicamp.br 84



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

V -PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O projeto de pesquisa s6 podera ser iniciado ap6s a aprovagdo pela Comissdo Nacional
de Etica em pesquisa (CONEP).

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢).

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO.
Homologado na IX Reunido Ordinéria do CEP/FCM, em 27 de setembro de 2011.

" 7 Prof. %arlos Eduardo St’e:ﬁer

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
s
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 27/03/12.
- (PARECER CEP: N° 964/2011)

PARECER

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE FUSARIUM DE AMOSTRAS
CLINICAS DO HOSPITAL DE CLINICAS DA UNICAMP ATRAVES DA
TECNICA DE LOOP - MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP) E
CORRELACAO COM AS ESPECIES COMUNS NA VEGETACAO DO SEU
ENTORNO?”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marcela de Souza

11 - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou o novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido com as
adequagdes solicitadas pelo PARECER CONEP n° 086/2012, referente ao protocolo de
pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

111 - DATA DA REUNIAO
Homologado na I Reunido Ordindria do CEF/FCM, em 27 de margo de 2012.

¢

) ™
Prof. Dr. Carl0§ Edugrdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP . cep@fcm.unicamp.br
Pagina 1 de 1
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9.2. Anexo 2. Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa: Identificacao das espécies de Fusarium de amostras clinicas do
Hospital das Clinicas UNICAMP, através da técnica de Loop — mediated isothermal
amplification (LAMP) e correlagcao com as espécies comuns na vegetacao localizada

ao redor do hospital.
Pesquisadores: Marcela de Souza, Plinio Trabasso.

O Sr. (a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) desta pesquisa que
tem por finalidade estudar uma nova técnica para o diagnéstico de infeccéo
fungica.em pacientes internados no Hospital de Clinicas da Unicamp que apresentem
doengas onco-hematolégicas (doencas que causam alteracdes das células
sanguineas). Para tanto serd necessario coletar amostras do seu sangue e consultar
dados clinicos do seu prontuario médico. Esta pesquisa esta sendo realizada em
parceria com a Universidade de Chiba, Japéo.

O estudo podera implicar em riscos diretos ao Sr.(a), pois serao realizadas coletas de
sangue, o0 que pode lhe -causar desconforto ou, menos frequentemente,
extravasamento de sangue no tecido localizado abaixo da pele e, como consequéncia,
dor, inchaco e mancha roxa na pele). Os procedimentos aos quais o(a) Sr.(a) sera
submetido constituem instrumentos normatizados para o diagndstico laboratorial das
infecgdes fungicas. O novo teste diagndstico serd realizado em paralelo aqueles
previamente padronizados, o0 que nao ira retardar o diagnostico padrao, nem alterar no
tratamento para infec¢cdo fungica invasiva. As informacdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacao, além de
comunica-lo acerca de qualquer dado relevante que represente risco ou beneficio a
sua saude. Informamos que ndo ha previsao de envio do sangue coletado do Sr.(a)
para o Exterior e que, caso isso seja pretendido no futuro, o(a) Sr.(a) sera avisado
previamente e o0 seu sangue somente sera enviado caso o(a) Sr.(a) autorize

expressamente este envio.

Sendo sua participagéo voluntaria, o Sr.(a) ndo tera nenhum prejuizo, caso nao queira
participar, e também podera se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando
para isso entrar em contato com um dos pesquisadores responsaveis. Da mesma
forma, sendo sua participacdo voluntaria, o Sr.(a) ndo tera nenhum tipo de
ressarcimento pela sua participacdo. Sempre que quiser tirar suas duvidas com
relacdo aos aspectos éticos, fazer denuncias ou reclamacdes sobre o Projeto de
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Pesquisa de sua participacao, entrar em contato, através do telefone da pesquisadora
do projeto e, se necessario, através do email, telefone ou endereco do Comité de
Etica em Pesquisa FCM/UNICAMP.

Este documento é emitido em duas vias idénticas, ficando uma via com o Sr.(a) e uma
via com a pesquisadora. Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu
consentimento de forma livre para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por

favor, os itens que se seguem na préxima pagina:

Consentimento Livre e Esclarecido

Apbs receber uma explicacdo completa dos objetivos do estudo e dos procedimentos

envolvidos concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo.

Nome do Participante da Pesquisa Assinatura do Participante da pesquisa
Assinatura da pesquisadora Assinatura do Orientador

TELEFONES:

Marcela de Souza: (19) 35217013 Prof Dr Plinio Trabasso : (19) 3521-7223

Comité de Etica em pesquisa:
Rua: Tessadlia Vieira de Camargo, 126 — CEP 13083-887 Campinas — SP

Fone (019) 3521-8936 ou 3521-7187  e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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