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RESUMO

Cryptococcus neoformansé patdgeno importante, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. A principal porta de entradastelepatdgeno é pela via respiratoria,
disseminando-se posteriormente e atingindo prilroate o sistema nervoso central, provocando
a meningite criptococcica. A primeira parte destti@do teve como objetivos determinar, nos 106
isolados clinicos d€. neoformansbtidos de dois Estados (Sdo Paulo e Rio de #né€l) as
variedades e (2) amating-typepor PCR Polymerase Chain Reactipn3) analisar a diversidade
genética por PCRngerprinting com a sequéncia iniciadora especifica para regibessatélite
(GACA)4, (4) por RAPD Random Amplification of Polymorphic DNAom o iniciador 6 e (5) por
PCR-RFLP Restriction Fragment Length Polymorphisth do gene da fosfolipase B (PLB1)
digerido com a enzima de restricAva e (6) determinar a sensibilidade a quatro angitws
(fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfatma B) seguindo o método de referéncia
(documento M27-A2) do CLSJinical and Laboratory Standards Institgteéd segunda parte teve
como objetivo, analisar transcritos diferencialmeeexpressos durante a infecgcao pulmona€de
neoformanspela técnica de RDAREpresentational Difference Analysigntre os 106 isolados,
104 foram identificados com@. neoformansg apenas dois fora@. gattii (=C. neoformanvar.
gattii), todos MATa. O tipo molecular VNI €. neoformansrar. grubii, sorotipo A) foi o mais
prevalente entre os isolados (97/106), seguidapdoMNII (C. neoformansar. grubii, sorotipo A)
(7/106) e VGII C. gattii, sorotipos B ou C) (2/106) quando analisados foiR-Bngerprinting e
PCR-RFLP. Homogeneidade alta foi obtida com o adior (GACA), com a maioria dos isolados
apresentando correlacdo em torno de 0,9. Os rdesl@do RAPD, por sua vez, revelaram maior
heterogeneidade com numero maior de perfis moleula anéalise dos perfis de sensibilidade
mostrou que a maioria dos isolados foram sensa@ssazois, enquanto numero expressivo de
isolados intermediarios e resistentes para 5-feitmsina e com CIM (Concentragdo inibitoria
minima)> 1ug/mL foi encontrado para anfotericina B. Em relagaddRDA, oito transcritos foram
identificados na condicdo de infeccdo, sendo querguleles apresentaram maior redundéancia
(transportador de zinco, transportador de caldiaperona e piruvato decarboxilase). Entre os que
apresentaram maior redundancia, trés estdo pasgntd relacionados ao estresse e/ou a fatores de
viruléncia conhecidos. A epidemiologia, bem comojnteracdo fungo-hospedeiro durante a
infeccdo criptocOccica é bastante complexa e osgatitidos neste estudo contribuem para o

melhor entendimento da biologia @eneoformans

Palavras chave:Cryptococcus neoformangipagem Molecular; Perfis de Sensibilidade; RDA.
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformangs an important pathogen, mainly in immunocomps®di
patients. The pathogen penetrates mainly by rdepyravay, disseminate afterward and reach
specially the central nervous system causing thgt@coccal meningitis. The first part of this study
had the objective to determine, in the 106 clinisalates ofC. neoformangbtained from Sé&o
Paulo and Rio de Janeiro State, (1) the varietrels(2) mating-types by PCRP¢lymerase Chain
Reaction, (3) analyze the genetic diversity by P@Rgerprinting with specific primer to
microsatellite regions (GACA) (4) by RAPD Random Amplification of Polymorphic DIN#vith
primer 6 and (5) by PCR-RFLIRéstrictionFragmentLengthPolymorphism of the phospholipase
B gene (PLB1) digested with restriction enzyfe and (6) to determine the susceptibility to four
antifungal (fluconazole, itraconazole, 5-flucytasiand amphotericin B) following the reference
method (document M27-A2) from CLSClinical and Laboratory Standard InstityteThe second
part had the goal to analyze differentially expeglsganscription during pulmonary infection ©f
neoformansby RDA (Representational Difference Analystechnique. Among 106 isolates, 104
were identified asC. neoformansand only two wereC. gattii (=C. neoformansar. gattii), all
MAT a. The molecular type VNIG. neoformanwar. grubii, serotype A) was the most prevalent
among the isolates (97/106), followed by VNI. (heoformansar. grubii, serotype A) (7/106) and
VGII (C. gattii, serotypes B ou C) (2/106) when analyzed by Ri@&erprinting and PCR-RFLP.
High homogeneity was obtained with the primer (GAGAvith most of the isolates showing
correlation around 0.9. By contrast, the RAPD asialyevealed more heterogeneous with more
numbers of molecular profiles. The susceptibilitemlysis showed that most of the isolates were
susceptible to azoles while expressive number afies were intermediate and resistant to 5-
flucytosine and showed MIC (Minimal Inhibitory Caertration)> 1pg/ml to amphotericin B.
Regarding the RDA results, eight transcripts wdemntified in the infection condition, and four of
them presented larger redundancy (zinc transpargdcjum transporter, chaperone and pyruvate
decarboxylase). Among these proteins that showegdaedundancy, three of them are possibly
related to stress and/or well-known virulence fet@ he epidemiology, as well as, the interaction
yeast-host during cryptococcal infection is verynpéex and the data obtained in this study

contribute to elucidate the biology 6f neoformans

Key words: Cryptococcus neoformanklolecular Typing; Susceptibility Profiles; RDA.
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1. INTRODUCAO

Historico

A criptococose, micose causada pela levedura ages@ryptococcus neoformané
importante infeccdo oportunista, principalmente eactientes imunossuprimidos causando a
neurocriptococose. A doenca foi descrita pela pgraneez por Otto Busse e Abraham Buschke em
1894, quando isolaram uma levedura capsulada de testibia de uma mulher de 31 anos. Busse
na ocasiao denominouSaccharomyces homirngsa infecgdo Saccharomycosis hominis. No mesmo
ano, Sanfelice, na Itélia, isolou uma levedura glags de suco de péssego e no ano seguinte
demonstrou sua patogenicidade em animais de l&bmratdenominando-aSaccharomyces
neoformansdevido a sua tendéncia de causar lesdes semealharitenores cancerigenos nestes
animais (LITTMAN e ZIMMERMAN, 1956 apud CASADEVALIle PERFECT, 1998). Curtis, em
1895, relatou na Franca o segundo caso de cripieepdsolando a levedura de uma lesdo de
quadril, denominando-aSaccharomyces subcutaneous tumefacieWsillemin, em 1901
reclassificou os isolados de Busse, Bushcke e Banfenlocando-os no génef@ryptococcuse
diferenciando-os do génef®accharomycepor ndo formar ascosporos e ndo fermentar acucares
Em 1905, Von Hansemann relatou o primeiro caso eeimgite criptococcica (DROUHET, 1997
apud CASADEVALL e PERFECT, 1998).

A primeira metade do século XX marcou a consolidad@&C. neoformangomo levedura
patogénicaS. neoformansBlastomyces neoforman€ryptococcus hominig Torula histolytica
foram alguns dos nomes utilizados para designavedura (MITCHELL e PERFECT, 1995). Em
1935, Benham estudando varios isolados recuperd@dsimanos, incluindo aqueles obtidos por
Busse, Curtis e Sanfelice, agrupou-os dentro dergéryptococcuse em 1950, a prépria autora
propds a denominacaoryptococcus neoformansara se referir a forma imperfeita da levedura,
permanecendo a mesma terminologia apos estudosadesd por Kurtzman e Fell, (1998).

NuUmeros crescentes da doenca sao relatados, davig@arte ao maior conhecimento sobre
0 agente, e principalmente pelo aumento de indbgdonunocomprometidos, como 0s submetidos
a terapia imunossupressiva anti-neoplasica, trantgd de Orgdos e outras condi¢cbes de
imunossupressdo (CASADEVALL e PERFECT, 1998). Namas décadas, a importancia medica
da criptococose aumentou dramaticamente em consaqiéa epidemia de Aids (Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida). As taxas de letalidddscritas na literatura mundial (KOVACS et al.,
1985; ZUGER et al., 1986; CHUCK et al., 1989) variantre 10 e 20% e expressam a importancia

da doenca como um dos grandes desafios a sobrew\ds pacientes imunossuprimidos.



Taxonomia

Membros do géneroCryptococcus compreendem espécies produtoras de urease,
assimiladoras de inositol e de D-glucuronato, segtabolismo fermentativo. Pelo menos 38
espécies nameoformanga foram identificadas. Sdo encontradas em vanobientes e climas
sobrevivendo a condicbes extremamente desfavor{GASADEVALL e PERFECT, 1998).
Apesar das outras espécies terem também grandeidzge de adaptacdo, a Unica espécie de
interesse médico como agente da criptococoge. éeoformans Os relatos de criptococose
causados por outras espécies cd@ngptococcus laurentiiCryptococcus curvatus Cryptococcus
albidus sdo rarosprovavelmente devido a incapacidade destas em \gobreem temperatura
corporal relativamente alta e resistir ao sistemanie do hospedeiro. Lee et al. (2004) isola@m
albidusde um individuo transplantado renal que desenvabiedrome respiratoria aguda, choque
séptico e maculas nos membros inferiores.

Os estudos de caracterizacdo antigénica, inicipdo8enham em 1935, foram também de
grande importancia para o reconhecimento de difesesorotipos, tornando-se uma importante
ferramenta em trabalhos epidemiolégicos (KWON-CHUAIBENNETT, 1984; NISHIKAWA et
al., 2003). Cerca de 90% da capsula é compostaadmidrato e glucuroxilomanana é o seu
principal polissacaridio produzido vitro e in vivo. C. neoforman® separado em cinco sorotipos
(A, B, C, D e AD) de acordo com as diferencas nest&rutura (IKEDA et al., 1982,
BHATTACHARJEE et al., 1984; CHERNIAK e SUNDSTROM)44).

De acordo com Kurtzman e Fell (1998), neoformangm sua forma anamorfa pertence ao
Reino Fungi; Phylum: Eumycota; Subdivisdo: Deutegromia; Classe: Blastomycetes; Familia:
Cryptococcacceae; GénerGryptococcus Espécie:neoformans VariedadesC. neoformansvar.
neoformanse C. neoformanwar. gattii. A forma teleomorfa foi classificada confdlobasidiella
neoformanspertencente ao Reino Fungi; Phylum: BasidiomycGtasse: Heterobasidiomycetes;
Ordem: Filobasidiales; Familia: Filobasidiacea; &énFilobasidiellay Espécie:F. neoformans
VariedadesF. neoformanwar. neoforman® F. neoformansar. bacillispora

Franzot et al. (1999) analisaram diferencas gelcaSgentre os sorotipos A e D da variedade
neoformans pela distincdo dos padrbes de RFIHedtriction Fragment Length Polymorphjsm
obtidos pela hibridizacdo com sonda CNRE-1 de DNAGgnico e pela observacao das diferencas
nas sequéncias do gene URAS5. Os autores sugeritemognumero grande de diferencas
encontradas, entre os dois sorotipos, seria sofecipara colocar o sorotipo A em uma nova
variedade, denominadgubii.

O nomeC. neoformangar. gattii foi proposto por Vanbreuseguem e Takashio em 1970,
guando células alongadas atipicas foram obsenemaliquido céfalo-raquidiano de um menino
africano com meningite (SORREL, 2001).
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A variedadeneoformans/grubiidifere da variedadegattii em varios aspectos, como nos
padrées de caridtipo eletroforético (WICKES et aP94; BOEKHOUT et al.,1997), no RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNABOEKHOUT et al., 1997), no DNAingerprinting
(VARMA et al., 1995; MEYER et al., 1993, 1999 e 3p0Onas sequéncias espacadoras de DNA
ribossémico (DIAZ et al., 2000); nas caracteristifiaiologicas e bioquimicas (BENNETT et al.,
1978; POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980; DUFAIT el alt987; KWON-CHUNG et al.,
1987; CHERNICAK e SUNDSTROM, 1994); na suscetilzitié a toxina killer deC. laurentii
(BOEKHOUT e SCORZETTI, 1997), nos habitats e na#rithisicdo geografica (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1984; CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Boekhout et al., (2001), em estudos de genotipguamAFLP @Amplified FragmentLength
Polymorphisny verificaram uma clara distingdo entre as vadedaeoformans/grubie a gattii
propondo a existéncia de duas espécies distiGtaseoformanstom as variedadasgeoformanse
grubii e o correspondente teleomorfiEo neoformanse C. bacillisporuscom o correspondente
teleomorficoF. bacillispora KWON-CHUNG et al.,, 2002, comparando as sequéndéasarios
genes (URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64, IGS ¢ ITS de MrNMe C. neoformanwar. neoformans
e C. neoformangar. gattii obtiveram uma arvore filogenética com formacaaldstersclaramente
divergentes. Estes resultados, somados a analms#igge da progénie, apdés o cruzamento entre
cepas da vaneoformans gattii, e os dados de tipagem molecular foram suficigpées que uma
nova espécie fosse propodia, gattii (KWON-CHUNG et al., 2002). Recentemente, trésadot
atipicos foram obtidos de dois pacientes. Aposissmglor métodos fenotipicos, moleculares e por
citometria, estes foram identificados comating typésorotipoaB/aD (BOVERS et al., 2006).

O estagio sexual dé&ilobasidiella neoformansé similar a de outros basidiomicetos
heterotalicos bipolares. Células deating typeopostos ¢ e a) se fundem para formar um
heterocarion que logo se desenvolve para formas liicaridticas. Hifas com nucleos nao fundidos
e grampos de conexdo tipicos de basidiomicetosenséEm formados, seguido de divisbes dos
nacleos de forma sincronizada até a formacéo dlibasa extremidade da hifa. Ocorre entéo, a
cariogamia seguida de meiose e esporogénese o d@pibasidio. Os quatro nucleos originados
durante a meiose permanecem no basidio, enquatdsesirepetidas pds-meiose geram quatro
cadeias longas de até 40 esporos. Ao contrariaitlesobasidiomicetos, os esporos MA& MATa
sao distribuidos randomicamente entre as quat@asdca razédo de 1:1 (KWON-CHUNG, 1975).

Estudos tém revelado que a migragéo nuclear ducaotezamento ndo acontece de forma
aleatéria e sim organizada e unidirecional do MAJara o MATa e que o DNA mitocondrial
presente nos basidiésporos foi oriundo de um wipeo MATa. Estes achados levaram os autores a

proporem que células MAT e MATa, embora morfologicamente indistinguiveissguem genes
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com func¢des distintas durante o cruzamento, comAd d/lexercendo papel de doador genético e o
MATa de aceptor genético (XU et al., 2000; McCLELNB et al., 2004).

C. neoformansna fase assexuada, apresenta-se como célularda §pobosa, ovalada ou
alongada, com ou sem blastoconidios com a capslitsacaridica caracteristica que é facilmente
observada em preparacfes com tinta da China oasmgr Varios meios de cultura podem ser
utilizados para o cultivo desta levedura, dada alsixa exigéncia nutricional, necessitando de
fontes simples de carbono e nitrogénio. Agar Sahalire agar BHI Rrain Heart Infusion)
acrescido de antibacterianos sédo alguns dos meissutilizados para o0 seu cultivo em laboratério
de rotina. Meios presuntivos como agar Niger e dgdopa ou dopamina sdo utilizados na
identificacdo prévia do agent€. neoformangossui a enzima fenoloxidase, que oxida o acido
cafeico presente no agar Niger, resultando na fgamae substancias semelhantes a melanina,
deixando as colonias de cor marrom (LACAZ et Q2.

Na identificacdo desta levedura, sdo observadascteaisticas como a presenca de
blastoconidios isolados ou multiplos, presenca &eswa, assimilagcdo de inositol, producdo de
urease e fenoloxidase. Para a identificacdo dasiesy devem-se utilizar provas de assimilacéo de
fontes de carbono e de nitrogénio. A assimilagaandsitol e de D-glucuronato caracteriza o
género e provas de fermentacdo ndo sdo realizpdks,nabilidade da levedura em fermentar
carboidratos (KURTZMAN e FELL, 1998).

Aspectos fenotipicos, habitat, epidemiologia, mestdcdes clinicas e resposta a terapia
antifingica sédo alguns dos varios pontos em Quaéeoformansvar. neoformansdifere deC.
neoformansvar. gattii. C. neoformanwar. gattii assimila D-prolina, D-triptofano e acido maélico,
utiliza creatina como fonte de carbono e nitrog€amcontrario d€. neoformanyar. neoformans.

A identificacdo dessas duas variedaikegitro pode ser feita em agar canavanina, glicina, agul d
bromotimol (CGB) e neste meio apenas a gattii € resistente a canavanina e capaz de utilizar a
glicina como unica fonte de carbono e nitrogéniom@io é alcalinizado devido a liberagdo de
amonia, o que é revelado pela mudanca de cor (KWLBINING et al., 1992; SORRELL, 2001).

Ecologia

C. neoforman® levedura cosmopolita com grande capacidade d#ead®, sobrevivendo
ao frio congelante da Antartida, a elevadas akiudo Himalaia e a salinidade dos mares
(CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Atualmente, é grande o namero de trabalhos puldgadbre a ecologia d& neoformans
em busca do maior entendimento de sua biologideapologia e patogenicidade.

O primeiro isolamento de fontes ambientais foi wleosde péssego por Sanfelice, em 1894.

A pesquisa de fontes naturais @e neoformanse sua relacdo com o meio ambiente sé foi
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intensificada nos anos 50 com os trabalhos pios@lEmmons (EMMONS, 1951 e 1955 apud
CASADEVALL e PERFECT, 1998). Este autor consegusoldar C. neoformansde solos
contaminados com fezes de aves, propondo uma pbssiacéo entre o fungo e excrementos de
passaros, principalmente de pomhbGslgmbia livig. Esta associacao foi logo consolidada, quando
0 mesmo autor verificou a presenca da levedurazede 1127 amostras, sendo 10 oriundas de locais
frequentados por passaros (EMMONS, 1955). Ajell®58), alguns anos mais tarde, isolou a
levedura em 71% das amostras de solos contamimadodezes de pombos e outras aves. Mais
recentemente, 331 amostras coletadas da cloacandeop foram investigadas para presenca da
levedura. Cryptococcusspp foi isolado em 26 (7,85%) amostras, sendo Ck§ptococcus
uniguttulatus seisC. laurentii seis C. neoformangr. neoformang trésC. albidus(ROSARIO et

al., 2005)

A associacao d€. neoformansar. neoformanscom excretas de aves tem sido atribuida a
uma série de adaptacdes bioquimicas que permitaiawmbrevivéncia e crescimento neste nicho.
Kwon-Chung, (1991), analizando fezes de pombosfia@r que a alta concentracdo de creatinina
exercia uma funcdo seletiva contra bactérias eosiisgprobiotas. Além disso, a autora verificou
gue C. neoformanspossuia uma deaminase que catalizava a conversawedtnina a metil
hidantoina e amonia (POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980YON-CHUNG, 1991). Um fato
interessante é que a variedaghdtii ndo estd associada a fezes de pombos, apesar béntam
possuir esta enzima, provavelmente devido a unexetifa na regulacdo de sua via (KWON-
CHUNG, 1976; POLACHECK e KWON-CHUNG et al., 198@).associacdo d€. neoformans
com excrementos de outras espécies aviarias faiéandescrita, incluindo canarios, papagaios e
frangos (STAIB, 1962; STAIB et al., 1984; BAWENSadt, 1986; SWINNE et al., 1986; SWINNE
et al., 1989; CASADEVALL et al., 1992; GRISEO et, d995; LOPEZ-MARTINEZ et al., 1995;
ABEGG et al., 2006).

Em Bujunbura, Burundi, na Africa Centr&, neoformanwar. neoformandoi isolado de
poeira doméstica em 35% das residéncias de pagiaittéticos que mantinham contato com aves
(SWINNE et al., 1989; SWINNE et al., 1994). Pal9IPanalisou 28 amostras de fezes de pombos
coletados em Kathmandu, Nepal e sete foram posi{R&26) par&. neoformanyar. neoformans
Na regido da Apulia (Italia), foram encontraddsneoformanwar. neoformansC. laurentiie C.
albidusem trés cavernas de interesse arqueoldgico, eas tkzxmorcegos, de pombos, de raposas e
em amostras de solo (MONTAGNA et al., 2003). Naidegle Madras, india, 887 amostras de
fezes de diferentes aves foram analisadas, ser@lpddtivas par&. neoformang12%). Um fato
novo e de grande importancia foi o isolamentdCdaeoformangle excrementos de corvos, ave
ubiqua na india (GOKULSHANKAR et al., 2004). Em muestudoC. neoformansorotipo A foi
isolado de fezes de galinha em 36 de 150 casas)(24¥ante a estacao seca e em seis (4,0%), na
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chuvosa no suburbio da Tailandia, o resultado lesautores a sugerirem que este seria a razao da
alta incidéncia de meningite criptococcica em paee HIV positivos (KUROKI et al., 2004¢.
neoformansvar. grubii (sorotipo A) também foi isolado d&ucalyptus camaldulensesn regides de
solo com elevada alcalinidade, na regido do Medmeo (ERGIN et al.,, 2004) e em diversas
espécies de arvores usadas para enfeitar jaulaszoahbgico, na Bélgica (BAUWENS et al.,
2004). Mais recentemente, 762 isolados ambient@listaclos de trés regides dos EUA foram
analisadosC. neoformansorotipo A foi 0 mais prevalente (85,3%) seguidasdrotipo D (7,6%) e
AD (7,1%), nenhum sorotipo B ou C foi encontradodos forammatingtypea (LITVINTSEVA

et al., 2005). Na Maléasia, de 544 excretas de awvdstadas de zooldgicget shopse areas
publicas, 20 foram positivas pata neoformansTodos foram sorotipo A, MAd e sensiveis para
anfotericina B, fluconazol e itraconazol (TAY et, &005).

O nicho ecologico da variedadettii foi descoberta em 1990 por Ellis e Pfeiffer, quando
identificaram o primeiro habitat natural da vari@ela associando-a corfa. camaldulensis e
relacionando a distribuicdo deste eucalipto cona &rgptococose causada por esta variedade. Os
autores postularam uma teoria de exportacdo emegtee poderia ter associacdo biotrofica
especifica conkt. camaldulensig, uma vez presente nestes, seriam exportadosasaonudas ou
sementes, da Austrdlia para outros paises. Ungeflesta teoria foi obtido por Pfeiffer e Ellis, em
1991, ao relatarem o primeiro isolamento, fora dastddlia, da variedadeattii, de E.
camaldulensis

C. neoformanwar. gattii foi isolada a partir d&ucalyptus tereticornjsna Costa do Ouro,
Queensland por Pfeiffer e Ellis, (1992) e na CiddddVéxico por Licea et al., (1996). Mais tarde
Pfeiffer e Ellis, (1997) reconheceram mais tréseigs de eucaliptogucalyptus rudisEucalyptus
gomphocephala& Eucalyptus blakelycomo hospedeiros naturais @eneoformansvar. gattii, na
Australia. Os relatos de isolamento @e neoformangde arvores e madeiras em decomposi¢cao
levantaram a questdo sobre a possibilidade deetassf serem as naturais para a levedura
(LAZERA et al., 1993, 1996, 1998 e 2000; RANDHAWA&., 2001). Os basidiomicetos, grupo
em que se incluC. neoformangossuem a lacase e fenoloxidase que fazem pate d@®@mplexo
enzimatico, com capacidade de degradar ligninaeptesem troncos (EGGERT et al., 1996). No
Uruguai, a presenca desta variedade foi relatadaniaho de vespaPplybia accidentalis por
Gezuele et al., (1993). Mais recentemente, dois tipoleculares dé. neoformansar. gattii (VGI
e VGII) foram isolados de insetos (ordem Lepidaggtéamilia Oecophoridae) presentes em uma
Unica cavidade em arvores da espécitereticornigKIDD et al., 2003).

Embora a ocorréncia da variedadattii tenha sido sempre associada a espécies de
eucaliptos, Lazera et al., (1998) isolaram est&eslade repetidamente de um oco de outra espécie

de arvore Moquilea tomentogaNa regido nordeste do Brasil, Lazera et al.0Q2@solaram ambas
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as variedades de. neoformansle ocos de arvores de géneros diferentes, inelasimpartilhando

0 mesmo oco, sugerindo ser este o nicho ecoldgiomapo da levedura. Vilcins et al., (2002) e
Davel et al., (2003) também relataram o isolameletsta variedade a partir de outras espécies de
arvores. Na IndiaC. neoformansvar. gattii foi isolada de flores d&. tereticornisenquanto a
variedadegrubii foi isolada de cascas de camaldulensi:sm duas ocasidoes diferentes, mas
possuiam o0 mesmo genaotipo e fonamatingtypea (GUGNANI et al., 2005)

No Brasil, a variedadgattii foi também isolada de excretas de morcego no sfgasma
casa velha no Rio de Janeiro (LAZERA et al., 198®)sta cidade, Passoni et al., (1998) isolaram
C. neoformansvar. neoformansde poeira doméstica e de excretas de aves deeicaticomo
canarios, periquitos e outros psitacidios. indielevados de poeira domiciliar e de amostras do
peridomicilio (13 a 50%) apresentaram contaminaghio esta levedura. Na cidade de Sao Paulo,
38 locais da regido central foram escolhidos paletar amostras de fezes de pombos e fragmentos
de arvores e em 10 locais (26,3%) foram isol&laseoformansar. neoformansAinda no mesmo
trabalho, amostras de 12 arvores do géiercalyptusspp foram coletadas mensalmente durante
dois anos €. neoformanwar. gattii foi isolado da mesma arvore no parque do Ibirapeer duas
ocasides diferentes (novembro de 1996 e 199 Meoformansar. neoformangambém foi isolado
neste e no Parque da Aclimacdo, mostrando que @&s vhriedades estdo presentes em areas
urbanas onde ha grande transito de pessoas (MONGRWEe PAULA, 2000). Fortes et al.,
(2001) isolaranC. neoformangar. gattii de ocos dé&uettarda acreanana floresta amazonica em
areas inexploradas pelo homem, no norte do paisCEmpo Grande, Mato Grosso do Sul, foi
realizado um estudo utilizando excretas de vasps@es de aves tais como canario befgaifius
canarig), canario do reinoQordiulis cocullatog, canario da terraSfcalis flaveola brasiliensig,
periquito australianoMelopsittacusunolulatug, Colopsitas (Psittacidag, agapore Fsittacidag,
mandarim Psittacidag@, pomba rabo de leque&Cdlumbasp), pombo africanoColumbasp) e
papagaio Psittacida@. As amostras de fezes foram obtidas de lojasvds, @&scolas, domicilios e
de solos em ambientes abertos. Concentracdes atedad. neoformansar. neoformanssorotipo
A, de até 46000 propagulos viaveis por grama desnmaatseco foram encontradas, refletindo a
existéncia de fontes ambientais na forma de micosfo(FILIU et al., 2002). Na cidade de
Araraguara, no interior de Sao Paulo, foram estaslad caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
isolados deC. neoformansgoletados de fezes de pombos em dois fodas Slandar, de um prédio
do centro da cidade. Os isolados do primeiro af@tam mais heterogéneos quando comparados
com os do quinto, sugerindo que a fonte e/ou ctéiadpile os pombos se expuseram foram distintos
(ANDRADE, 2003). Raso et al., (2004) relataram wrtas de criptococose em psitacidios de um
aviario em Sao Paulo. Sete aves morreram de copdge disseminada@ neoformansar. gattii

foi isolada, identificada com base em testes broguds, fisiologicos e sorologicos e a
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concentracéo inibitéria minima foi determinada gareonazol (644g/mL), mostrando resisténcia a
esta droga. Em Goiania, 290 amostras de fezes €& awlos, plantas ornamentais e outros
materiais associados a eucaliptos foram analisadassensibilidade a fluconazol, itraconazol e
anfotericina B foi determinada. neoformansvar. grubii foi isolado em 20,3% (36/177) das
amostras de fezes de pombos e em 14,3% (5/35) elauchliptos, mas nenhum apresentou
resisténcia as trés drogas testadas (KOBAYASHIl.et2805). Da mesma forma, na cidade de
Santos foram analisadas 116 amostras, sendo 78zde fle pombos e 37 do ar atmosférico do
mesmo ambiente. Além dé. neoformanssorotipo A isolado em 11 amostras (13,9%), outras
espécies foram encontradas cofoalbidus(12,6%) eC. laurentii (8,9%), e uma cepa de.
neoformansfoi resistente a fluconazol (SOARES et al.,, 2008¢centemente, excretas de 59
espécies de aves mantidas em cativeiro foram e&diis para presenca @eneoformansTrinta e
oito isolados deéC. neoformandoram obtidos sendo 33 (87%) identificados cathaeoformans
var. grubii e os cinco restantes (13%) co@ogattii (ABEGG et al., 2006). Baroni et. al. (2006),
analisaram amostras coletadas de varias igrejaRialale Janeiro, incluindo fezes de pombos,
amostras do ar e do solo e também de ins€taseoformandoi isolado em 37,8% das amostras de
fezes (83/219) e em 4,93% (15/304) das amostras, dedos sorotipo A.

Epidemiologia

A criptococose é importante infecgcdo oportunistee qacomete individuos sadios e
imunossuprimidos, principalmente aqueles com AIMTCHELL e PERFECT, 1995).C.
neoformansvar. grubii, sorotipo A tem distribuicdo mundial e € a principatiedade associada a
pacientes aidéticos, mesmo em areas onde antentapeevalecia a variedadattii (MITCHEL e
PERFECT, 1995; CASADEVALL e PERFECT, 1998). Na A#&iCentral, 47 isolados de.
neoformangsete entre 1951 e 1969 e 40 apGs este periodoh fanalisados. Entre 1951 e 1969,
seis dos sete isolados pertenciam a variedadkii, enquanto os 40 isolados obtidos apdés 1969
foram da variedadeeoformangSWINNE et al., 1986). A variedadeeoformanssorotipo D tem
distribuicdo mais limitada com prevaléncia sigrifica na Europa (DROMER et al., 199@).
gattii (= C. neoformanar. gattii) sorotipos B e C, por sua vez, tem distribuicéuotdda a regides
tropicais e subtropicais, comportando-se como gatogrimario, acometendo com frequéncia,
individuos imunocompetentes (SORREL, 2001). Emdegda Australia, Brasil, Camboja, Havali,
Sul da Califérnia, mais de 35% dos isolados peid@emca esta espécie (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1984). Todos foram sorotipados como B,etéxao Sul da Califérnia onde 11 de 35
isolados foram do tipo C. Na Australia, Ellis vexiiu que 50% dos casos de criptococose eram
causados poC. gattii (ELLIS, 1987). Em Papua, na Nova Guiné, esta ésgecresponsavel por
cinco de seis casos (CURRIE et al., 1990).
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Infeccé@o por HIV ainda é o principal fator de riggara criptococose e estima-se que 6-8%
dos pacientes com Aids desenvolvem em algum momieféacao criptocdccica (FERNANDES et
al., 2000; MARTINEZ et al., 2001; COLOM et al., 2Q0NINTELNOT et al., 2004). A incidéncia
de criptococose em pacientes com Aids no mundavem torno de 5 a 30% e as maiores
incidéncias ocorrem no sudeste dos Estados Uniddsoa Equatorial (MITCHELL e PERFECT,
1995). Destes pacientes, 10 a 25% morrem no infi@iterapia e 30 a 60% dentro de 12 meses
(POWDERLY et al., 1992; KNUDSEN et al., 1997; ROBQN et al., 1999) e em algumas regides
atinge 100% de mortalidade (MWABA et al., 2001)uleoet al., (2004) avaliaram a prevaléncia de
infeccdes oportunistas em 100 pacientes HIV pastivospitalizados na cidade de Ho Cho Minh,
no Vietna e a criptococose teve freqiéncia de 9f6mer et al., (2004) revisaram 1644 casos de
criptococose associados a pacientes HIV positivasFranca, apés a introducdo da terapia
antiretroviral. Foi verificada uma queda de 46%in@déncia da criptococose, apos a introducéo
desta terapia (292 casos, 1997-2001), comparadarassque a antecederam (1352 casos, 1985-
1996). Origem africana, idade, infeccdo por HIVindea no diagnéstico e no estabelecimento da
sindrome foram alguns dos fatores demograficocaskus ao aumento de risco da criptococose no
periodo pés HAART Hlighly Active Antiretroviral Theragy Na regido da Carolina do Norte,
Estados Unidos, a incidéncia de criptococose eh&®1-2000 foi de 19 novos caso$/10
individuos/ano entre os homens com um pico de éncich de 44,8 em 1992 e entre a populacdo
feminina foi de 2,6 novos casos}ifdividuos/ano com um pico de 5,6 em 1997. Em anusos
grupos, uma nitida influéncia da epidemia da Aaissbservado na incidéncia da criptococose e da
mesma forma, uma queda acentuada ocorreu apOsaderdd década de 1990, quando a terapia
antiretroviral foi implantada (FRIEDMAN et al., 260 Na Tailandia foram avaliados 37 pacientes
HIV negativos, de 1987 a 2003, que tiveram culpositiva paraC. neoformansDentre estes, 24
tinham outras condi¢cdes de imunossupressao asaeceehdo as mais freqlentes: tratamento com
drogas imunossupressoras (41%), lupus eritemail®86)( cancer (16%) e diabetes mellitus (14%).
Vinte e trés pacientes tiveram criptococose dissada e o indice de mortalidade atingiu 27%
(KIERTIBURANAKUL et al., 2006). No Brasil, de 1988 2005, 371.827 casos de Aids foram
relatados e estima-se que 5 a 10% destes pacisibeacometidos por esta micose (BRASIL,
2005).

Na Espanha, a incidéncia da criptococose foi dd%8em homens contra 11,6% em
mulheres, com prevaléncia de 100%Cieneoformansar. grubii/neoformanse 45,5% dos isolados
foram sorotipados como A, 22,7% como D e 22,7%, xohb (COLOM et al., 2001). Na
Colébmbia, 370 isolados clinicos foram estudadosnipuas variedades e sorotipos. Entre os

isolados, 95,2% foram identificados coi@oneoformansvar. grubii/neoformans 4,8% comcC.
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neoformansvar gattii (=C. gatti), sendo 4,5% sorotipo B e 0,3% sorotipo C (ORDONEZ
CASTANEDA, 2001).

Tintelnot et al., (2004), em continuacdo a pesginsdada pela Confederacdo Européia de
Micologia Médica (ECMM) em 1997, avaliaram 129 &s clinicos provenientes da Austria,
Alemanha e Suica. Foi encontrada prevaléncia d&@fAustria e Alemanha) e de 52% (Suica) de
C. neoformansvar. grubii (serotype A), por outro lad&. neoformanssorotipo AD eC.
neoformansvar neoformanssorotipo D foram encontrados em 26% e 22% dosdesl da Suica,
contra 8 e 17,5% da Alemanha e Austria.

Um estudo retrospectivo foi feito no Centro de ®a@idHospital de Vancouver em que vinte
e seis casos de criptococose, 15 em pacientes lddtivos e 11 em HIV negativos foram
diagnosticados no periodo de junho de 1997 a depedeb2002. A variedadgrubii foi isolada de
13 pacientes dos quais 10 eram HIV positivos, emguas variedadegattii e neoformangoram
isoladas de trés e dois pacientes, respectivameéntaurentiifoi isolado de um paciente e em sete
casos, o0 diagnostico foi baseado apenas em ob8es/dustopatoldgicas. Ainda no mesmo
trabalho, foi verificado que a maioria (10/15) duecientes HIV positivos desenvolveu doenca
sistémica, enquanto os HIV negativos (8/11) aptesam criptococose pulmonar (HOANG et al.,
2004).

Na india, a maior parte dos 45 isolados de 36 ptEsecom criptococose pertencia ao
sorotipo A (87%), 11% (cinco isolados) ao B e uro fd tipavel. Ainda no mesmo trabalho, pela
primeira vez, foi reportado o isolamento de doisospos, A e B, de um mesmo paciente
aparentemente imunocompetente, isolados simultaer@ande pulmédo e de abscesso no couro
cabeludo (BANERJEE et al., 2004). Litvintseva et(aD05) analisaram 176 isolados @egattii
obtidos de pacientes africanos com Aids, dentrguass, 22 (13,7%) de 161 isolados de Bostswana
e 2 (13,3%) de 15 de Malawi foram sorotipo C.

No Brasil, no periodo de 1992 a 1998, 19 de 78epaes com criptococose, internados em
hospital universitario, em Belém, Para, foram aq@nmenores de 13 anos de idade. Dentre estes,
cinco foram a Obito em trés meses, apesar do tesi@mmcom anfotericina B (associado com
fluconazol ou 5-fluorocitosinalC. neoformanar. gattii (= C. gatti) foi isolado em nove criancas
(CORREA et al., 1999). Na Bahia, 104 prontuariospdeientes diagnosticados com meningite
criptocéccica entre 1972 e 1996 foram avaliadosi @drificado que 1/3 dos casos ocorreram em
individuos com idade inferior a 15 anos e sem éast@redisponentes aparentes (DARZE et al.,
2000).

No hospital Sado José, centro de referéncia demasieom Aids em Fortaleza, no Ceara, 54
amostras de liquido cefalorraquidiano foram avakadno periodo de 1 de Janeiro a 31 de
Dezembro de 2000, dentre estas, cinco foram pasi{({9,25%) (MENEZES et al., 2002). Em Sao
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Paulo, 84 isolados d€. neoforman®btidos de 61 pacientes com Aids e de 23 sem aositad
foram avaliados quanto ao sorotiparating type Entre os isolados de pacientes aidéticos, 60
pertenciam a vagrubii (sorotipo A) e apenas um va@attii. Por outro lado, 15 dos 23 isolados de
pacientes sem a sindrome foram classificados cangmubii e os oito restantes como vgattii.
Setenta e trés de 75 isolados sorotipo A foram MA&TOs outros dois, assim como o0s isolados da
var. gattii ndo foram determinados (OHKUSU et al., 2002).

Nishikawa et al., (2003) realizaram a sorotipageen467 isolados (387 clinicos e 80
ambientais) obtidos de varias regides do Brasilobservada prevaléncia do sorotipo A (77,95%),
seguido pelo sorotipo B (18,2%), AD (1,3%), D (0)4% (0,2%) e ainda os nao tipaveis (1,93%).
As prevaléncias de tipos da regido sul e sudeptedaziram o quadro observado mundialmente,
ao contrario da regidao nordeste, em que prevalecaorotipo B, ocorrendo igualmente em
individuos saudaveis, tanto do sexo masculino gudatfeminino. Vidotto et al., 2005 verificaram
gue entre 151 isolados @& neoformanglo Estado de S&o Paulo, 97,35% foram sorotipo A e
2,65% AD.

Tipagem Molecular

A tipagem molecular é potencialmente Gtil em deteamcasos de recidiva ou reinfeccéo,
demonstrando os graus de relacédo entre os isolamasicio e em infec¢cdes posteriores de um
mesmo paciente. Varias técnicas moleculares tém esitbregadas na caracterizacdo de agentes
patogénicos e dentre estas, o Fiigerprintinge RAPD sao freqliientemente usados com sucesso
para tipagem de leveduras co@oneoforman§MEYER et al., 1999 e 2003; HORTA et al., 2002,
CASALI et al., 2003; IGREJA et al., 2004; NGAMWON®GHEIT et al., 2005),Candida sp
(ROBERT et al., 1995, RUHNKE et al., 1999; LEPHART al., 2004, MARAIS et al., 2004),
Paracoccidioides brasiliensi§SOARES et al., 1999¥IOTTA et al., 2002 HAHN et al., 2003)
dentre outros.

A técnica de RAPD consiste basicamente na ampjéicale fragmentos de DNA por PCR
(Polymerase Chain Reactiprutilizando iniciadores aleatorios a uma tempeeatbaixa de
anelamento gerando fragmentos de varios tamanhessf§a separados e caracterizados por
eletroforese em gel de agarose (WILLIAMS et al9@.@ 1991).

Em relacdo &. neoformansum dos primeiros trabalhos usando RAPD foi redlz por
Crampin et al (1993), com 12 isolados, sendo nowegnientes de diferentes paises, um de origem
ambiental e dois oriundos de laboratérios. O DNAplfinado produziu um padréo de 4 a 12
bandas com tamanho de aproximadamente 100 a 1368 ga base. A andlise dos resultados
demonstrou que cada isolado gerou um padréo diéedmfingerprinting que parece ndo estar

relacionado ao sorotipo. Devido a sua simplicidédaica, o RAPD apresenta facilidade de uso em
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larga escala para estudos epidemioldgicos, ajudaadadentificacdo de possiveis origens de
infeccdo, na diferenciacdo entre recidivas e regéfie e até mesmo para identificar falha no
tratamento.

Na regido de Nagasaki, isolados clinicos e amhged&C. neoformanyar. grubii (sorotipo
A) foram examinados por RAPD, utilizando trés iadmres randémicos (R28, OPH-02 e OPH-20).
Os perfis obtidos revelaram seis padrées entredados clinicos e trés padrdes entre oito isolados
ambientais. O padrao | foi 0 mais comum (18 en®rés@lados) e foi encontrado em toda a regiao
de Nagasaki. Os padrdes I, Il e IV foram encordsathnto entre os isolados clinicos como nos
ambientais. Os padrbes | e IV tiveram uma distg@aicaracteristica e em particular o padréo IV
foi isolado quase exclusivamente (cinco entre iseiados) na cidade de Nagasaki. Dois isolados
ambientais revelaram padroes de RAPD idénticog@ead e V) aos dos pacientes, sugerindo que
isolados clinicos e ambientais pertenciam ao megmol de isolados deC. neoformans
(YAMAMOTO et al., 1995).

A relagdo genética de isolados clinicos e ambigmntaC. neoformangoi também estudada
por Lo Passo et al. (1997) nas llhas Maltesasyégrala técnica de RAPD, utilizando quatro
iniciadores, (GTG) (GACA),, M13 e GCGGACGG. As amostras clinicas, isoladasrde um
ano de pacientes com Aids mostraram grande homuogelee apresentando padrbes de DNA
fingerprinting idénticos. Os isolados ambientais, ao contrariostraram variabilidade genética
ampla e nenhuma correlagao entre o tipo molecudpeal de isolamento.

Estudo foi realizado com 97 isolados @e neoformansde origem clinica e ambiental,
atraveés da técnica de RAPD com o iniciador M13, coobjetivo de comparar cepas do Brasil e da
Australia e verificar se ocos de arvores poderiamtambém fontes infectantes humanas. Foram
observadas semelhancas entre os isolados brasikeidiferencas acentuadas entre os brasileiros,
australianos e cepas-padrées. Os achados sugegiranocos de arvores representavam fontes
potenciais de infeccdo humana (TRILLES et al., J98& outro estudo, 27 isolados clinicos e 10
ambientais foram caracterizados e sua diversidadétiga foi investigada por RAPD. Vinte e dois
iniciadores aleatérios foram testados, dos qudss @nfirmaram o polimorfismo, enquanto trés
agruparam a maioria dos isolados clinicos dentnanal€nico subgrupo (HORTA et al., 2002).

Meyer et al., (1999 e 2003), em um estudo multic@ntglobal, utilizaram a técnica de
PCRf{ingerprinting com o intuito de avaliar a estrutura genétic€daeoformangm mais de 400
isolados clinicos e ambientais. Oito grupos priaisipforam encontrados; VNI e VNIIC(
neoformansvar. grubii sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (var.neoformanssorotipo D) e
VGI-VGIV (C. neoformangar. gattii sorotipo B e C). Mais tarde, Meyer et al., (2088)enderam

o trabalho para outras partes do mundo aplicangio do PCHRingerprinting a técnica de RFLP
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utilizando o gene URA-5. Ambas as técnicas agrupaoa isolados nos mesmos o0ito grupos
previamente estabelecidos e o tipo VNI mostrou-ais prevalente entre os isolados.

No Brasil, 124 isolados (105 clinicos e 19 ambishtda regido sul foram estudados quanto
a morfologia, bioquimica, tipos moleculares e spo® A maioria dos isolados clinicos e
ambientais pertencia @ neoformansvar. grubii sorotipo A (89,5 e 52,6%, respectivamente) e
foram classificados commatingtypea (98,1 e 94,7%, respectivamente). A tipagem mosaom
os iniciadores minissatélites M13 e microssatdl@ACA), agrupou a maioria dos isolados no
grupo VNI, concordando com dados anteriores emfgjuestabelecido que a maioria dos isolados
de C. neoformanspertencia a este grupo (CASALI et al.,, 2003). Aindo sul, 38 isolados
ambientais foram tipados pelas técnicas de B@ferprinting (M13 e (GACA)) e cariotipagem
eletroforética. Trinta e trés dos 38 isolados folidentificados como VNIE. neoformansvar.
grubii) e os cinco restantes como V@I. (gatti)) (ABEGG et al., 2006).

Em estudos de genotipagem com a técnica de AFL&kait et al., (2001) avaliaram 207
isolados deC. neoformansie origem clinica, veterinaria e ambiental, daogcontinentes. Seis
clusters principais foram identificados, trés abrangendolados de C. neoformansvar.
neoformangrubii (sorotipo A e D) e os trés restantes abrangendiriadadegattii (sorotipo B e
C).

No Brasil, Trilles et al., (2003) analisaram padrGmr AFLP de isolados clinicos e
ambientais obtidos de fragmentos de arvores eicemdin grau alto de relagéo entre os isolados. A
ocorréncia do gendtipo 6 (= VGIlI de W. Meyer) entrg isolados clinicos e ambientais tem
chamado a atencdo por atingir pacientes imunoc@niast e mais recentemente por estar
implicado em um surto no Hospital em Vancouver nidlaCanada (TRILLES et al., 2003;
BARRETO de OLIVEIRA et al., 2004; HOANG et al., 200

Isolados deC. neoformansde dois grupos de pacientes aidéticos com criptsEgc
provenientes do Rio de Janeiro foram analisadosP&R{fingerprinting e RAPD. O primeiro
grupo com 60 isolados sequenciais de 19 pacieoieanflisado para verificar se a cepa era
persistente ou se ocorria reinfeccdo por uma n@g.cO segundo grupo, constituido de 11
pacientes, cada um com dois isolados de sangugiiddicéfalo-raquiano e antes ou logo apés o
inicio do tratamento, foram analisados para detamse o paciente foi infectado por diferentes
cepas, simultaneamente. Todos os isolados foraaddgp por PCRingerprinting utilizando
iniciadores minisatélites (M13) e microssatélit€ACA), e (GTG) e por RAPD empregando
5SOR e CN1. Exceto em dois casos, todos o0s isolaloiidos do mesmo paciente apresentaram
perfis idénticos independente da data ou do siioisblamento, confirmando que infeccbes

persistentes foram causadas mais por relapsosedpagueinfeccédo (IGREJA et al., 2004).
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Drogas antifungicas e teste de sensibilidade

Antes da descoberta dos antibi6ticos poliénicosdgueinicio a uma nova era de sucesso na
terapia da criptococose, varias estratégias teti@péuforam avaliadas, a maioria sem sucesso.
Entre estas, podemos citar 0 uso de antibioticesocpenicilina, tetraciclina e estreptomicina;
metais pesados; vacinas autdgenas e terapia hdrmouidizacdo de estrogenos no tratamento da
criptococose foi baseada na observagdo de que ¢amtoumanos quanto em animais, oS machos
eram mais suscetiveis a criptococose quando codymes fémeas. Estratégias utilizando métodos
fisicos como radioterapia e uso de extratos deigdague apresentavam atividade anticriptococcica
foram também experimentadas, sem ou quase nenhcesssu (CASADEVALL e PERFECT,
1998).

Em 1956, uma mulher diabética de 46 anos, com dsigpo de meningite criptocdccica, foi
tratada com um novo antibidtico poliénico, a arioiea B que apresentava atividade fungidida
vitro. Foi administrada intravenosamente, 100mg da dregauspendida em 500mL de salina
contendo 5% de dextrose por 6 horas; durante 12 @aguido de mais cinco semanas de
administracdo em dias alternados. Uma disfuncaal reransitoria foi observada durante o
tratamento, mas no final de sete semanas a pa@staea recuperada e com a cultura do liquor
negativa. A introducdo da anfotericina B na terapa criptococose propiciou uma nova
perspectiva, aumentando o nivel de cura em mai®%edos casos (CASADEVALL e PERFECT,
1998).

Anfotericina B tem atividade fungicida de amplo eadpp e mesmo apresentando
nefrotoxicidade associada em 50% dos pacientes,f&noaco de escolha nos tratamentos de
infec¢gBes fungicas sistémicas (WHITE et al., 19B8RQUIST et al., 1999). A droga liga-se ao
ergosterol presente na membrana plasmatica do fdimgoando um canal pelo qual saem
componentes celulares, principalmente ions potdsewmocando desequilibrio do gradiente i6nico,
conseqguentemente a morte do fungo (WHITE et a@8)LMais recentemente, o efeito da droga na
morfologia do fungo foi examinado, durante a infecgcem murinos e reducdo da capsula
polissacaridica e diminuicdo do antigeno polissdicar no soro foram observadas, sugerindo um
mecanismo de acédo adicional para esta droga (ZARBKE al., 2005)

A ocorréncia de isolados dé. neoformanscom resisténcia primaria ou secundaria a
anfotericina B sao relativamente raros e relaciosagkeralmente com alteracdo na composicéo do
ergosterol que é o principal esterol presente nenbmena dos fungos (KELLY et al., 1994;
JOSEPH-HORNE et al.,, 1996; RODRIGUES-TUDELA, 199Wasadevall et al.,, (1993)
analisaram a sensibilidade de isolados sequerdgdals neoformans anfotericina B e fluconazol
de cinco pacientes com meningite criptococcica rreate. Nao foi verificada diminuicdo da
suscetibilidade em relacdo ao primeiro isolado aldapaciente, demonstrando que a recorréncia
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nao foi devido a resisténcia. De forma semelhaBtandt et al., (1996) analisaram isolados
sequenciais de 33 pacientes HIV positivos pardivarise ocorria reinfeccdo por uma nova cepa
ou persisténcia da mesma com aquisicdo de redmtéDes isolados foram tipados por MEE
(Multilocus Enzyme ElectrophoresisEK (Electrophoretic Karyotyping, RAPD e hibridizacéo
com CNRE-1, e determinada a concentracdo inibitomimima (CIM) para anfotericina B,
fluconazol e 5-fluorocitosina. A analise da tipagdemonstrou muito pouca variacdo nos perfis
genotipicos, independente da técnica utilizada meema forma, praticamente ndo houve variacédo
da CIM. Os autores sugeriram que a persisténciainfieccdo criptocéccica foi devida
principalmente a falha no regime do tratamento @sidtema imunolégico do paciente e nao por
reinfeccdo ou aquisicdo de resisténcia a drogaGerénia, 70 isolados clinicos e 40 ambientais
foram avaliados quanto a sensibilidade a anfotexi@®, fluconazol, itraconazol e voriconazol.
Todos os isolados foram sensiveis as quatro dnogasrando o mesmo padrao de sensibilidade,
independente da origem clinica ou ambiental (SOEZ&A., 2005).

A droga 5-fluorocitosina pertence a classe de fdamanalogos da pirimidina, que interfere
na sintese de DNA por inibir timidilato sintetasena sintese protéica por se incorporar ao RNA.
Resisténcia primaria a droga € comum em certaslleas e bolores como em espécieS€dadida
nao albicans Aspergillus spp, C. neoformanse em fungos dimdrficos. Resisténcia secundaria
também € comum, limitando seu uso clinico a tesapienbinadas (WHITE et al., 1998). Bennet et
al., (1979) em estudo multicéntrico, compararaniragamentos, utilizando-se anfotericina B em
monoterapia e com esta associada a 5-fluorocito§nando as duas drogas foram utilizadas em
associacao, 67% dos pacientes apresentaram cunalbara do quadro, contra 41% dos pacientes
tratados apenas com anfotericina-B. Aléem dissaptwficidade menor foi observada, bem como
namero menor de recaidas no grupo que recebew®ditosina.

O surgimento de derivados azélicos com biodispbddue alta e toxicidade baixa, como
fluconazol e itraconazol, abriu perspectivas a sog®quemas terapéuticos, sendo usado para fins
profilaticos, manutencdo da terapia e em uso ccexoire anfotericina B. Os azo6is sdo drogas
fungistéticas e agem inibindo uma enzima P-450 idabiossintética do ergosterol, a lanosterol
l4a-demetilase, codificada pelo gene ERG-11, intermdp ou levando a producao insuficiente
do ergosterol e conseqiente formacdo de membraefstudsas. Espécies déucor séo
intrinsicamente resistentes aos azGandidakruseie Aspergillusfumigatusapresentam resisténcia
primaria somente a fluconazol e cetoconazol, semodionalmente sensiveis a itraconazol e
voriconazol (WHITE et al.,, 1998). O uso abusivo dtesivados azolicos tem levado segundo
alguns pesquisadores, ao aparecimento de isoladibsresistentes (GRAYBILL et al., 1998). Na
Espanha, 317 isolados clinicos @ neoformansforam avaliados frente a anfotericina B,

fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina, voricaoh e ravuconazol. Apenas 53,4% dos isolados
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foram sensiveis a fluconazol sendo comum a ocdeéde resisténcia cruzada a itraconazol
(33,8%). A resisténcia a anfotericina B foi obsdevam 5,3% dos isolados e em 0,9% e 3,1% para
voriconazol e ravuconazol, respectivamente (PERKSal.,, 2005). Pfaller et al.,, (2005a)
avaliaram a atividadm vitro do itraconazol em 1615 isolados @eneoformansA droga foi ativa

em apenas 80% dos isolados.

Brouwer et al., (2004) compararam a atividade fcidgi da anfotericina B em monoterapia,
combinada a 5-fluorocitosina, a fluconazol e ao emwcomitante dos trés. O uso combinado de 5-
fluorocitosina mostrou melhor eficiéncia na elingéa do fungo. Larsen et al., (2004) verificaram
melhor atividade quando anfotericina B foi admimaida em combinacdo a fluconazol. Na
Argentina, um estudo avaliou a atividade antiflagit vitro da anfotericina B, fluconazol e
rifampicina sozinhas e combinadas. Resisténcia fataitina B foi comprovada, bem como
sinergismo entre anfotericina B + 5-fluorocitoseantre anfotericina B + rifampicina. Associacéo
de fluconazol com 5-fluorocitosina ndo apresentoalguer atividade inibitéria nos isolados em
estudo (RODERO et al., 2000). Ao contrario, Abdalag, (2005) obteve sinergismo e atividade
maior com esta combinagdo de drogas (fluconazofflttoBocitosina) comparada a fluconazol +
anfotericina B.

Mais recentemente, novos esquemas terapéuticosn faridizados no tratamento da
criptococose. Preparacdes de anfotericina B emddimessomal tém mostrado boa resposta, com
negativacdo do liquor mais rapida e com nefrotdaide menor (KOTWANI et al., 2001; CHEN et
al., 2002, KHAN et al., 2005). Da mesma forma, @vas azois, posaconazol e voriconazol
também mostraram ser mais ativos e com espectagdte maior do que fluconazol e itraconazol
(PFALLER, 2001; VAN-DUIN, 2004; PFALLER et al., 280 Atividadein vitro de posaconazol,
voriconazol e fluconazol foram avaliados em 23Tados deC. neoforman<oletados entre 2001 e
2002. Os dois primeiros mostraram mais eficién@aqde fluconazol, apresentando CH/la
1pug/mL em 98-100% dos isolados @e neoformangPFALLER et al., 2004)Barchiesi et al.,
(2001) verificaram que a conjugacdo de posaconazbiluorocitosina em 15 isolados @&
neoformansfoi significativamente mais ativa comparada ao seo isoladamente, e nao foi
observado nenhum antagonismo entre estas, tentwitro quanto in vivo. Recentemente,
voriconazol, posaconazol e ravuconazol foram testadm 1811 isolados clinicos de.
neoformanscoletados entre 1990 a 2004. Em 99% dos isoladmmeentracdo inibitéria minima
foi igual ou menor apig/mL (PFALLER et al., 2005b).

Fatores de viruléncia
Vérios fatores de viruléncia tém sido identificadasno importantes para a patogenia de

C. neoformansdentre estes, podemos citar a capacidade deintezgo a 37C, producdo de
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melanina, capsula polissacaridiaaating type enzimas e moléculas de sinalizagdo celular
(CASADEVALL e PERFECT, 1998; CLANCY et al., 2006).

Capsula polissacaridica

C. neoformangpossui uma capsula polissacaridica que tem com@aoente principal a
glucuroxilomanana (BHATTACHARJEE et al., 1984). Apsula parece exercer papel importante
na protecédo da levedura contra a dessecacéo edoges amebas do solo (NIELSON et al., 1978;
STEENBERGEN et al., 2001; CASADEVALL et al., 2008)observacao de que cepas capsuladas
foram capazes de sobreviver a fagocitose e de @eare em Acanthamoeba castellanino
contrario de sua mutante, levaram os autores aigmeque a viruléncia d€. neoformandoi
resultante de adaptacdes contra predadores doamdi@nte, presentes no solo e em vegetacdes
(STEENBERGEN et al., 2001; CASADEVALL et al., 2003)

Cepas acapsuladas, obtidas naturalmente ou porgémétse, foram menos virulentas
guando comparadas as capsuladas (KOZEL et al.; FRQMTLING et al., 1982; JACOBSON et
al., 1982; KWON-CHUNG et al.,, 1986; CHANG e KWON-ONG, 1994). Chang e Kwon-
Chung, (1994) em estudos de clonagem, identificanangene (CAP 59) envolvido na formacéo da
capsula e verificaram que sua delecdo levava aafgionde um fendtipo acapsulado e também
avirulento quando testados em camundongos. A irapcd da capsula foi comprovada, apos a
reintroducdo do gene que veio acompanhado pelabedstimento da condicdo de viruléncia.
Dando continuidade ao trabalho, outros genes (CAFCAP 60 e CAP 10) foram identificados e
clonados mostrando-se igualmente importantes (CHAN&., 1996; CHANG e KWON-CHUNG,
1998; CHANG e KWON-CHUNG, 1999).

Melanina e fenoloxidase (lacase)

A melanina € um conjunto de substancias com proadies similares (BUTLER et al.,
2001). O interesse pela producdo de melanina euolaséfingicas vem de longa data e varios
modelos de microorganismos foram usados para $edogsncluindoNeurosporacrassa(FLING
et al., 1963; LERCH, 1978Rodosporaanserina(ESSER, 1963)Aspergillusnidulans (PIRT e
ROWLEY, 1969; BULL e CARTER, 1973)Aspergillus oryzag(ICHISHIMA et al., 1984) e
também em fungos patogénicos cotimeoformang$STAIB, 1962).

A lacase catalisa a reacdo de oxidacdo da L-DO&#ando um composto intermediario
altamente reativo, a dopaquinona. Esta, na aus@agaupos tidis, forma o leucodopacromo, que &
entdo oxidado a dopacromo. Na etapa seguinte,esudridroxilacdo e decarboxilacdo formando a
melanina (OZEKI et al.,, 1997a; OZEKI et al.,, 199TNJLLIAMSON et al., 1998). Desde os
trabalhos pioneiros de Staib (1962), varios ouimoesm desenvolvidos com o objetivo de esclarecer
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a biossintese da melanina e sua relacdo com aepatmpde deC. neoformanskwon-Chung et

al., (1982), utilizando cepas mutantes ndo prodstale melanina, verificaram que estas foram
menos virulentas em infeccdo experimental (KWON-GKBJ et al., 1982; WANG e
CASADEVALL, 1994; WANG et al.,, 1995). Wang et a(1995) demonstraram que pequenas
guantidades de melanina foram suficientes parageotas células dé. neoformansle espécies
reativas de nitrogénio, bem como de espécies esatie oxigénio. Outras pesquisas verificaram um
papel importante da melanina na protecédo conteaelizimatica e microbiana (BLOOMFIELD e
ALEXANDER, 1967; ROSAS e CASADEVALL, 2001), na pegfio da célula fungica contra a
acao deletéria de radicais livres (HILL, 1992) eadentes oxidantes como hipocloritos e peroxidos
de oxigénio (JACOBSON e TINNELL, 1993, WANG et all995) e na diminuicdo da
suscetibilidade a anfotericina B e caspofunginaNMAUIN et al., 2002). Outra funcdo proposta é
a mudanca de carga na superficie celular, levanohtegeréncia na fagocitose (WANG et al.,
1995). Huffnagle et al., (1995) verificaram que agmue produziam grandes quantidades de
melanina inibiam a producao de fator de necroseotahalfa (TNFx), que € uma das principais
moléculas sinalizadoras na resposta inflamatéridiadea por células T, envolvida no recrutamento
e ativacao de neutroéfilos. Mais recentemente, uepa produtora de melanina e sua mutante foram
comparadas e diferencas significativas foram emadas quanto a capacidade de disseminacdo a
partir dos alvéolos pulmonares para outros tecidesionstrando a importancia da melanina tanto

no inicio da infecgdo quanto na sua disseminacéoqadros tecidos (NOVERR et al., 2004).

Mating type

C. neoforman® um fungo heterotalico possuindo doiating typega e a). Cepas d€.
neoformanssorotipo D que diferiam apenas em seating typeforam comparadas e verificou-se
gue tanto as cepas parentais quanto as progémagsg typea eram mais virulentas do que as
mating typea (KWON-CHUNG et al., 1992).

Dados de sequenciamento de cepas congénif@srenformansorotipo D revelaram que o
comprimento do locus MAJ é superior a 100Kb enquanto de MATa é em tornb2@&b. Ambos
codificam mais de 20 genes, incluindo varios que sEbidamente essenciais &accharomyces
cerevisae(KAROS et al., 2000; LENGELER et al., 2002; McCLEAND et al., 2004). Nesta
levedura, o gene STE12 (ativador de transcricdmy énembro da cascata de transducao de sinal da
MAP quinase Mitose Activate Proteinenvolvido nos cruzamentos, desenvolvimento deigise
hifa e frutificacdo haploide (ROBERTS e FINK, 19%#ERSKOWITZ, 1995). EnC. neoformans,
cepas mutantes com auséncia do fator transcrict®hil 121 permaneceram férteis, mas foram
menos virulentas do que as ndo mutadas (CHANG.eP@0D0; McCLELLAND et al., 2004).
Chang et al., (2003) verificaram que cepas MATaamigis com delecdo do gene CPRa, que
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codifica para receptor de feroménio, produziam gkggsmenores em cérebros de camundongos e
apresentavam-se com viruléncia significativamergduzida. Nielsen e colaboradores (2005)
compararam a viruléncia de cepas congénitas.daeoformansvar. grubii a e a. Nenhuma
diferenga foi observada na taxa de sobrevivéncendp cultivadas com ameba, nematddeos e
macrofagos, assim como nao houve diferenca daémicid em camundongos infectados com as
cepas isoladamente. Entretanto, durante uma cqQéde@s cepas mostraram maior predilecao

pelo sistema nervoso central.

Enzimas

Diversas enzimas podem estar associadas a viralée€. neoformansFosfolipases tém
sido consideradas importantes fatores de virulén@en diversas espécies de fungos
(GHANNOUM, 2000). EmC. neoformansa fosfolipase parece exercer papel importantescape
da resposta imune do hospedeiro, na destruicdectdotpulmonar e na protecado do fungo contra
acdo de macréfagos (COX et al.,, 2001; NOVERR et28l03). Estudos tém verificado que esta
protecdo pode estar associada a producao de edssmpelo fungo, modulando negativamente a
funcdo dos macrofagos (NOVERR et al., 2003).

Urease € uma metaloenzima que cataliza a hidrdiseréia a ambnia e carbamato. A
importancia da urease como fator de virulénciadBnonstrado em outros microoganismos como
Helicobacterpylori e Proteusmirabilis (COX et al., 2000). Estes mesmos autores comparara
cepas deC. neoformansirease positiva e sua mutante e observaram difesesignificativas na
sobrevida dos animais e nas contagens da levedsacamundongos murinos infectados
intratraquealmente com cepas mutantes (ureaseive@gdhham uma sobrevida maior e uma
contagem menor de colénias em amostras do cérabFm disso, nos exames histolégicos do
pulméo foi verificada uma resposta inflamatoria sniaitensa, naqueles animais infectados com
cepas urease positiva sugerindo que a urease deskeanpm papel importante na virulénciaGle
neoformansMais recentemente, foi demonstrado em infecc@eraxental que a urease exerce um
papel importante na disseminacdo sistémicaCdeneoformansgcontribuindo para invasao do
sistema nervoso central por aumentar o sequestievedura para o interior de microcapilares
(OLSZEWSKI et al., 2004).

Proteases sdo importantes fatores de viruléncia plfierentes patdgenos. EIG.
neoformansas proteases podem contribuir para a virulén@atrdindo proteinas da membrana
celular do hospedeiro e inativando proteinas dersig complemento, auxiliando na penetracao
tecidual e no escape dos mecanismos de defesa (@HEBEN, 1996; RUMA-HAYNES et al.,
2000). Degradacéo da fibronectina foi observadauptat serinoprotease @& neoformansbem

como, hidrolise de laminina e de colageno tipo BbY pma protease de massa molecular igual a
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75kDa, indicando que este fungo produz enzimaseiulares que podem ajudar na invasédo do
hospedeiro (RODRIGUES et al., 2003).

Espécies reativas de oxigénio tais como radicakréxmo (Q), perdxido de hidrogénio e
radical hidroxil (OH) séo toxicas para a célula e resultantes de metadmooxidativo e deéburst
oxidativo durante processo infeccioso. As prin@paizimas envolvidas na detoxificacdo da célula
sdo a superoxido dismutase, catalase e glutatieraxidase (NARASIPURA et al., 2005). As
superoxido dismutases (SOD) sdo metalo-enzimasauertem radicais superéxido em perdxido
de hidrogénio e oxigénio. EM. neoformansa superoxido-dismutase citosolica (Cu/Zn depeteden
- SOD1) tem sido estudada e cepas mutantes quartive gene SOD1 deletado apresentaram
viruléncia diminuidan vivo, maior suscetibilidade a neutrofilosvitro e alteragdo da expresséo de
outros fatores de viruléncia como lacase, uredssfelipase (COX et al., 2003; NARASIPURA et
al., 2003). Recentemente, a superoxido-dismutagecamdrial (Mn dependente — SOD2) foi
também caracterizada e assim como SOD1, cepas tesii@presentaram viruléncia diminuida
vivo, mas ndo apresentaram alteracdes na suscetibilidageutréfilos, sugerindo que SOD1 e
SOD2 apresentam papéis diferentes na biologiaudénicia deC. neoformangNARASIPURA et
al., 2005). Missall e colaboradores (2005) idecdifam e estudaram duas enzimas glutationa
peroxidases (Gpx1l e Gpx2); cepas mutantes parauuambos 0s genes foram sensiveis a estresse
peroxidativo e a macréfagas vitro, mas ndo apresentaram diferencas de virulénciamfercao
experimental (MISSALL et al., 2005).

A calcineurina é uma fosfatase especifica paran@ee treonina, constituida de duas
subunidades (A, catalitico e B, regulatério) e adas por C#/calmodulina. A atividade desta
enzima parece ser critica para o cresciment&€ daeoformansa 37C, filamentacdo durante o
cruzamento ou frutificacdo hapldide e viruléncia mdelos animais (ODOM et al., 1997; CRUZ
et al., 2000; FOX et al., 2001; CRUZ et al., 20BOX et al., 2003; KRAUS e HEITMAN, 2003;
KRAUS et al., 2005). Cepas mutantes para subungdAde B tém sido geradas e utilizadas em
infeccdo experimental, mostrando-se avirulentasgersndo papel importante da calcineurina na
patogenicidade dé. neoformangODOM et al., 1997; CRUZ et al., 2000; FOX et aD01).

Recentemente, Rittershaus et al., 2006 observauenglicoesfingolipide glucosilceramida
deC. neoforman® um fator de viruléncia chave na criptococose toportantes implicacdes para

o desenvolvimento de drogas.

Patologia da criptococose
A criptococose € uma infec¢do fungica causada lgetedura capsulad€. neoformans
(LACAZ et al.,, 2002). A porta de entrada no orgamisé predominantemente pela via aérea

superior, em que o fungo pode disseminar-se, depeladdo estado de defesa imunoldgica do
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hospedeiro. Normalmente, as formas extrapulmondeegriptococose ocorrem em individuos

imunossuprimidos por diversas condigbes, dentre qaais: Aids, colagenoses (uso de

corticosterdides e outros agentes imunossupre$sdraiséticos, portadores de neoplasias malignas
e transplantados (em uso de imunossupressoresdpcAlizacdes mais freqientes sdo rins, 0ssos,
sistema nervoso central e pele, sendo esta Ultooeetida em 6 a 16% dos casos. Existem,
contudo, relatos de casos de criptococose extramam em pacientes aparentemente
imunocompetentes e 0 agente etioldgico mais fregireante encontrado nestes cas@s @attii,

tido como fungo patogeno primario (CASADEVAL e PEREFT, 1998).

RDA (Representational Difference Analygis

A interacdo fungo-hospedeiro durante a infec¢dotacdccica € extremamente complexa e
estudos moleculares associados a modelos de infencéivo sdo essenciais para identificar
provaveis genes responsaveis pela manutencao iteqaodio do agente no hospedeiro. Este dado
ainda nao foi explorado suficientemente na liteegtembora ja se conheca o genoma deste fungo
(LOFTUS et al., 2005).

Nos ultimos anos, algumas técnicas tém sido desedas com o proposito de avaliar a
expressdo diferencial de genes em um organismclolace identifica-los (LIANG et al., 1994;
WADA et al., 1997). Estas técnicas sao ferrameptaierosas, que permitem detectar mudancas na
expressdo dos RNAs mensageiros (RNAmM) sem qualcomhecimento prévio dos genes em
guestdo (PASTORIAN et al.,, 2000). Os métodos maisumente usados para detectar genes
diferencialmente expressos, sdo: RDA (HUBANK e STHA1994), DD Differential Display
(LIANG e PARDEE, 1992) e SHSbtractive Hybridization (DIATCHENKO et al., 1996).
Basicamente, todos estes métodos foram desenvslpata amplificar e isolar seqiiéncias de acido
nucléico, presentes em uma amostra e ausenteg{m@ss0S em menor extensao) em outra.

O RDA em sua forma original foi designado para idiear diferencas entre populacdes de
DNA gendmico (LISITSYN et al., 1995). Esta metodpéofoi subseqientemente modificada para
permitir a analise de populacdes de RNAmM, sendotéomaca poderosa e sensivel para identificacao
de genes expressos diferencialmente (HUBANK e SCHAY99), permitindo o isolamento de
sequéncias mais e menos expressas em duas déepopidacées de cDNAs (PASTORIAN et al.,
2000). Mais recentemente, populacbes de cDNAs fararacterizadas pela técnica de RDA para
identificar possiveis genes envolvidos no procedsoinfeccdo deVietarhizium anisopliaeem
carrapato8oophilus microplu¢DUTRA et al., 2004).

A meningite criptocéccica ainda é problematica emrcigntes imunossuprimidos e
estudando-se o0 seu agente etioldgico e a portatteda do fungo poder-se-a compreender melhor

0S mecanismos de interagao iniciais entre eleaspdueiro.
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2. OBJETIVOS
2.1. Gerais
» Caracterizacao de isolados @e neoformanslo Estado de Sdo Paulo e Rio de Janeiro por

métodos fenotipicos e moleculares.

Identificacdo de genes d& neoformangom expresséo diferencial em condi¢do de infeccao

pulmonar em modelo animal.

2.2. Especificos

* Determinar as variedades por PCR, utilizando semi@g&imiciadoras especificas.

» Determinar os tipos sexuaiddting typex e a) por PCR.

» Determinar os perfis genotipicos @e neoformanspor PCRfingerprinting com o iniciador
microssatélite (GACA)

» Determinar os perfis genotipicos @e neoformanspor RAPD com a sequéncia iniciadora 6 e
compara-los com os perfis obtidos com (GAELA)

» Determinar os perfis genotipicos @e neoformangor PCR-RFLP do gene da fosfolipase B
(PLB1) utilizando a enzima de restricAwa .

» Determinar os perfis de sensibilidade aos antiftoggifluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina
e anfotericina B.

» Caracterizar transcritos diferencialmente expreshosnte a infeccdo d€. neoformans,

através da metodologia de RDA, apos a recuperagéefh de tecido pulmonar de camundongo.
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3. METODOLOGIA

3.1.Selec¢éo dos isolados.

Os 106 isolados dé. neoformangoram previamente identificados e estavam estecade
micotecas do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulopited e da rede particular de laboratérios
(Laboratoério Diagnostico da América), Rio de Jame@uarenta e sete isolados do Estado de Séao
Paulo e 59 do Rio de Janeiro foram selecionadades,eforam reidentificados no Laboratorio de
Micologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmizz@side Araraquara e mantidos em caldo BHI
(Brain HeartInfusion) e glicerol a —26C.

3.2. Identificacao deC. neoformans
3.2.1. Exame direto.

As colbnias isoladas foram observadas em prepasapimoscopicas com tinta da China
para observacao de capsula.

3.2.2. Identificag@o genérica e especifica.
Os isolados foram identificados em género atraves seguintes critérios, segundo
Kurtzman e Fell (1998) e Kwon-Chung et al. (1992).

1. Prova de urease: uma alcada microbiolégica dovoulle levedura de 48 a 72 horas de
crescimento foi semeada em agar uréia de Christemsacubada a 37°C para observar
producao de urease, evidenciado pela mudanca dcoeio (rosa).

2. Presenca de enzima fenoloxidase: realizada enNager a partir da cultura obtida em agar
Sabouraud, com 24 a 48 horas de crescimento. Aaraslforam incubadas a 25°C e
observadas diariamente até o® Jara verificar a producdo de pigmentos de colaracd
marrom.

3. Assimilacédo de inositol: realizada através de prdaassimilacdo de fontes de carbono a
partir de cultivos prévios em placas de agar Sahmlde 24 a 48 horas de crescimento.

A determinacdo das espécies foi executada comdrasprovas de assimilacdo de fontes de
carbono e nitrogénio (KURTZMAN e FELL et al., 1998)partir de cultivos prévios em placas de
agar Sabouraud de 24 a 48 horas de crescimeng(@ares glicose, galactose, lactose, melibiose,
sacarose, maltose e celobiose foram utilizados domes de carbono e nitrato de potassio como
fonte de nitrogénio.

Os inéculos foram preparados a partir de suspendéed§ células/mL (escala 1 de
McFarland), os quais foram adicionados aos meios KC fundidos previamente e separadamente)

na proporcdo de 1/20. Apos a solidificacéo, ase®mte carbono e nitrogénio foram distribuidas
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equidistantemente nas placas contendo os meio8l Or@spectivamente, incubada a 25°C e lidas
apos 48 a 72 horas.

A diferenciac@o das espécigattii e neoformandoi realizada pelo crescimento seletivo em
meio glicina, canavanina e azul de bromotimol (C@Bpor assimilacdo de D-prolina, segundo
Kwon-Chung et al. (1982). Leveduras com 24 a 4&hde crescimento em agar Sabouraud foram
semeadas em tubos contendo agar CGB e incubadif€aQ cultivo foi observado diariamente
até o quinto dia para a verificacdo de crescimergiteracdo da cor.

A assimilacdo de D-prolina foi realizada atravéspdava de assimilacdo de fontes de
nitrogénio em meio N (KWON-CHUNG et al., 1982).

3.3.Metodologia de extracdo do DNA gendmico d€. neoformans

As culturas para extracdo de DNA foram realizadg@gsréir de uma colbnia semeada em
agar Sabouraud acrescido de 0,25g/L de cloranfeai@°C durante 48 horas e em seguida em
caldo YEPD acrescido de 2,9% de NaCl (10g/L deatxxtde levedura, 20g/L de peptona, 20g/L de
dextrose e 29g/L de NaCl) a 30°C por 16 horasvaunightsob agitacdo constante.

As culturas foram transferidas para tubos de 50tipb falcon) e centrifugadas a 1620 x g
por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado élaks foram lavadas, duas vezes, com 2mL de
EDTA 0,05M. As leveduras foram transferidas numamngdade de 3QQ. para Erlenmeyer
contendo 4mL de tampédo CES (citrato de sédio 20pii5,6; EDTA 50 mM, pH 8,0 e sorbitol
0,9M) e 200mg de dlvozyme234 (concentracdo final de 50mg/mL). A suspengdeéulas foi
incubada a 37°C durante 3 horas, sob agitacéo atdasttransferida para tubo de 15mL e
submetida a leve centrifugacdo (45 x g/5 segunt®® x g/5 segundos, 400 x g/5 segundos, 180 x
g/5 segundos e 45 x g/5 segundos) para separacakesties celulares. Posteriormente, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo eriéfeghdo a 1620 x g por 10 minutos. Os
protoplastos foram lavados duas vezes com 2mLrdp&a CES, centrifugados a 1620 x g por 10
minutos e transferidos paeppendorfpara seguir-se o protocolo de extracdo de DNAyrsby
DEL SAL et al., (1989). A lise dos protoplastos fealizada pela adicdo de %00de tampéao de
lise (Tris-base 100mM, EDTA 10mM pH 8,0, SDS 1%jreteinase K numa concentracao final de
aproximadamente 1Q@g/mL. Esta suspensao foi agitada gentilmente ebaxta a 56°C por 1 hora
para inativacdo de DNAses. Apds, foram adicion&fifsiL de NaCl 5M com incubacdo a €5
por 10 minutos e uma nova incubacgéo de 20 minwio®élizada apds a adicdo de iDAe uma
solugéo de CTAB a 10% (brometo de cetiltrimetilaroprEm seguida, foi adicionadqb de uma
solugdo estoque de RNAse A a 20mg/mL e incubadd para a 3%C, para remocao de RNA. A
extracdo de DNA foi realizada pela adicdo, volumeolkime, de cloroférmio/alcool isoamilico

(24:1) sequida de centrifugacdo a 15400 x g, a dd@nte 10 minutos. A fase superior foi
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transferida para outro Eppendorf e extracdes athacsadforam feitas quando quantidades grandes de
proteinas foram visiveis na interface. Isopropdmichdicionado volume a volume a suspensao para
precipitar o DNA e incubada a —%20 por 30 minutos. O precipitado foi centrifugadbd5#00 x g

por 10 minutos a4C e em seguida, lavado com etanol 70% e centdfu@al15400 x g por 10
minutos a 4 C. O sobrenadante foi descartado e o sedimenterudm DNA foi invertido em um
papel de filtro para secagem e apés, adicionad@s BPL de TE (Tris-base 40mM, EDTA 2mM
pH8,0) para ressuspender e solubilizar o mesmavA solucéo foi incubada a®®7por uma hora,
guantificado em espectrofotdmetro em comprimentora&a de 260nm. (SAMBROOK e RUSSEL,
2001) e estocado a -ZD. A pureza foi determinada em espectrofotdmetrocemprimento de
onda de 260nm e 280nm e analisada por eletroferasgel de agarose a 1% em tampao TBE 1X
(Tris-base 90mM, acido bérico 90 mM, EDTA 2 mM pkDBdurante 1 hora e 30 minutos a 80
volts. O gel foi corado pelo brometo de etidio saeslsado em luz ultravioleta.

3.4.Reacdo de PCR para determinacéo das variedades.

A reacao de PCR para determinacdo das variedadesafzada utilizando-se as seguintes
sequéncias iniciadoras (D' SOUZA et al, 2004).

Sorotipo A ou AD: JOHE-7777 5TTCAACCACGAATATGTA3 e JOHE-7779
5’AAGCCTCTCATCCATATCTTS3'.

Sorotipos A ou AD ou D: JOHE-7830 5TTTCTGCTTTTCACBTT3' e JOHE-7833
5TGAACAAATACATCATGCZ

Sorotipos B ou C: JOHE-7773 5GATCCTCACGCCATTACG3 JOHE-7775
5'GAATGATGCGCTTAGTTGGAZ3'.

Foram utilizadas concentracdes de 25pmol de cagi#geia iniciadora e 25ng de DNA
gendmico num tubo contendo uma mistura de deox@ntideos (0.22mM de cada dNTP), tampéao
(2,65mM MgC}, 55mM KClI, Tris-HCI 22mM pH 8,4) e DNA polimerasermoestavel fornecidos
pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life technologie® volume final na reacédo de amplificacao foi
de 25uL sendo utilizada agua Milli-Q estéril.

A amplificacéo foi realizada através de um ciclicial com temperatura de desnaturacéao de
94°C/5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C/3isegs, 52°C/30 segundos, 72°C/1,5 minutos e
um ciclo final a 72°C/7 minutosytilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmendeio
GeneAmp PCR System 97@ produto amplificado foi separado em gel de @gg@arl,5%, em
tampdo TBE 1x, durante 2 horas a 100 volts, co@n brometo de etidio e observado a luz

ultravioleta.
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3.5. Reagédo de PCR utilizando os iniciadores paraatingtypea e a.

Foram utiizadas as  sequéncias iniciadoras parmating  type a:
5'CTTCACTGCCATCTTCACCA3 e 5’GACACAAAGGGTCATGCCAZ3' e paramating typea,

a sequéncia 5'CGCCTTCACTGCTACCTTCT3 e 5AACGCAAGABAGTCGGGCE
(CHATURVEDI et al., 2000). Foram utilizadas concegbes de 25pmol de cada sequéncia
iniciadora e 25ng de DNA gendémico num tubo contemdoa mistura de deoxinucleotideos
(0.22mM de cada dNTP), tampéao (1,65mM Mg@&5mM KCI, Tris-HCI 22mM pH 8,4) e DNA
polimerase termoestavel fornecidos pelo Kit PCR eBupx (Invitrogen-life technologies). A
guantidade final na reacédo de amplificacéo foi g8 ZSendo utilizada agua Milli-Q estéril.

A amplificacdo foi realizada através de um ciclicial com temperatura de desnaturagéo de
95°C/3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C/1 toin&7,5°C/1 minuto, 72°C/1 minuto e um
ciclo final a 72°C/7 minutogytilizando-se aparelho termociclador Perkin EImedeio GeneAmp
PCR System 970@ produto amplificado foi separado em gel de @g@R%, em tampéo TBE 1x,
durante 2 horas a 100 volts, corado com brometgid® e observado a luz ultravioleta.

3.6. Reacdo de PCRingerprinting utilizando a regido microsatélite (GACA).

A reacao foi realizada com concentracoes de 25pmaeqténcia iniciadora [(GACA¥F
5'GACAGACAGACAGACA3 (MEYER et al., 1999)] e 25nged DNA genbmico num tubo
contendo uma mistura liofilizada de deoxinucleaigl€0,4mM de cada dNTP); tampao (3mM
MgCl,, 30mM KCI, Tris 10mM pH 8,3) e DNA polimerase tevestavel, fornecidos pelo Kit
Ready to Go (Pharmacia). O volume final na reag@ardplificacado foi de 28 sendo utilizada
agua Milli-Q estéril. A amplificacdo foi realizagdravés de um ciclo inicial com temperatura de
desnaturacdo de 94°C/5 minutos, seguido de 35scidé 94°C/20 segundos, 50°C/1 minuto,
72°C/20 segundos, e um ciclo final a 72°C/6 min(MEYER et al., 1999)ytilizando-se aparelho
termociclador Perkin Elmer model@eneAmp PCR System 970D produto amplificado foi
separado por eletroforese em gel de agarose a 2tanepdio TBE 1x durante 2 horas e 30 minutos
a 150 volts. Os produtos de amplificacdo forameotiados com brometo de etidio e observados

a luz ultra-violeta.

3.7. Reacdo de RAPD utilizando a seqUéncia iniciado6.

A escolha do iniciador 6 para este trabalho foehda em estudos anteriores realizados em
nosso laboratério por Rezende (2002) e Vivaldird0O@. Nestes, seis sequUéncias iniciadoras
randémicas (1, 2, 3, 4, 5 e 6), fornecidas pelo Ratady-to-Go (Pharmacia), foram avaliadas
buscando selecionar uma que apresentasse perbhaui@as claras e definidas, e maior poder

discriminatorio entre os isolados. A partir da &a#tlos perfis genéticos obtidos com as sequéncias
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iniciadoras, a 6 de sequiéncia 5’CCCGTCAGCAS3’foua gerou maior polimorfismo e por isso foi
a escolhida (Anexo 1).

A reacao foi realizada com concentragfes de 25pimaequéncia iniciadora 6 e 25ng de
DNA genbmico num microtubo contendo uma misturéilit@da de deoxinucleotideos (0,4mM de
cada dNTP); tampao (3mM MggLl30mM KCI, Tris 10mM pH 8,3) e DNA polimerase
termoestavel, fornecidos pelo Kit Ready to Go (Rfemia). O volume final na reacdo de
amplificacéo foi de 2BL sendo utilizada agua Milli-Q estéril.

A amplificacédo foi realizada através de um ciclicial com temperatura de desnaturagéo de
95°C/5 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C/1 toin86°C/1 minuto, 72°C/2 minutos, e 1 ciclo
final a 72°C/10 minutogytilizando-se aparelho termociclador Perkin EImedeioGeneAmp PCR
System 97000 produto amplificado foi separado por eletroforese gel de agarose a 2% em
tampao TBE 1x durante 2 horas e 30 minutos a 186.\@s amplicons no gel foram entdo corados

com brometo de etidio e observados a luz ultratéaole

3.8. Andlise de polimorfismo do RAPD e PCRingerprinting.

As imagens dos géis foram capturadas pelo aparkitageMaster VDS (Pharmacia
Biotech). Os dados obtidos por PdiRgerprinting e RAPD foram analisados pelo programa
GelCompar I, verséo 2.0, utilizando coeficientesttailaridade Dice. As matrizes geradas foram
analisadas pelo coeficiente de agrupamento UPGMAv@ighted Pair-Group Method, Arithematic
Averages) originando um dendrograma.

3.9. Reacdo de PCR-RFLP do gene da fosfolipase B.@1).

Foram utilizados 0s iniciadores para o] gene PLB1:DPLB1
(5TGAGCTTCAGGCGGAGAGAGGTTTGGSY) e IDPLB1R
(5'AGGCTGGGTGGTGTTGTCGTCACCS') (LATOUCHE et al.,@).

Foram utilizadas concentracdes de 50 pmol de cag@éscia iniciadora e 25ng de DNA
gendmico num tubo contendo uma mistura de deox@ntideos (0.22mM de cada dNTP), tampéao
(2,65mM MgC}, 55mM KCI, Tris-HCI 22mM pH 8,4) e DNA polimerasermoestavel fornecidos
pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life technologiesA quantidade final na reacédo de
amplificagcdo foi de 50L sendo utilizada dgua Milli-Q estéril.

A amplificacéo foi realizada através de um ciclicial com temperatura de desnaturacéao de
94°C/3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/4%usegs, 62°C/45 segundos, 72°C/1 minuto e
um ciclo final a 72°C/7 minutosytilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmendeio
GeneAmp PCR System 9700
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O produto amplificado foi digerido com enzima dstriedoAva | por 3 horas owvernight
e o0s produtos, separados por eletroforese em gaba®se a 3% em tampao TBE 1x durante 5
horas e 30 minutos a 100 volts, corados com brodettidio e observados a luz ultravioleta.

3.10. Cepas de referéncia.

Foram utilizadas neste trabalho, as seguintes apasferéncia: WM148 (VNI - sorotipo
A), WM626 (VNII - sorotipo A), WM628 (VNIII - sorapo AD), WM629 (VNIV - sorotipo D),
WM179 (VGI - sorotipo B), WM178 (VGII - sorotipo BWWM161 (VGIII - sorotipo B), WM779
(VGIV - sorotipo C) (MEYER et al., 2003) e ATCC Z8P (sorotipo D, MATH) e ATCC 28958
(sorotipo D, MATA).

3.11. Testes de sensibilidade.

Os perfis de sensibilidade dos isolados foram esksl frente a anfotericina B, 5-
fluorocitosina, fluconazol e itraconazol, segunddazumento M27-A2 (2002) do CLSCljnical
and Laboratory Standards Instityteom modificacdes. Foi utilizado o meio RPMI 1640m L-
glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermdtdenol), tamponado com MOPS [acido 3-
(N-morfolino) propanosulfénico] pH 7,0 acrescido 8% de glicose e incubacdo a 35°C, sob
agitacao constante, durante 72 horas, utilizandoagl estéreis com 96 pocos de fundo plano. A
leitura para determinacdo da CIM (Concentragdoittnib Minima) foi realizada através de
espectrofotometria em 490nm. A interpretacdo desltados foi baseada em 50% de inibicdo do
crescimento, comparada com o controle positivag parazois e 5-fluorocitosina e 90% de inibi¢cao
para anfotericina B. Foi utilizada como controles destes uma cepa padrdao ATCC 90012 de
Cryptococcus neoformangentiimente cedida pelo Dr. Juan Luis Rodriguedela, da Unidade de
Micologia — Centro Nacional de Microbiologia — litsto de Salud Carlos Il — Madrid — Espanha.

As drogas antifungicas foram obtidas diretaments tibricantes na forma de pé e
calculadas, quanto as suas poténcias seguindo eedagbes do documento. Anfotericina-B e
itraconazol foram dissolvidas, cada uma, em diswdfitxido para obtencdo de uma solucéo
estoque a 32Q@/mL. As solucbes-estoques de fluconazol e 5-fleitweina foram preparadas,
cada uma, em agua destilada estéril e ajustadasipad@g/mL. A partir destas concentracdes
foram preparadas 10 solucbes intermediarias seguinésquema de diluicdo do anexo 2. As
concentracdes intermediarias variaram de 3200 Bug/@L (diluicdo 1/2) para anfotericina B e
itraconazol e de 1280 a &&'mL (diluicdo 1/2) para fluconazol e 5-fluorociiues.

O meio liquido utilizado para a diluicdo das drogapara ajuste do inéculo foi o RPMI

1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato e com irthcavermelho de fenol) na concentracao de
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10,4g/L acrescido de 2% de glicose e tampao MORS5M], pH 7,0, esterilizado através de
filtragcdo e conservado em refrigerador a 4°C.

As solucdes intermediarias das drogas foram dibuldB00 para anfotericina B e itraconazol
e 1:10 para fluconazol e 5-fluorocitosina para $tero uma solucdo de trabalho de 32 a
0,062%ug/mL para anfotericina-B e itraconazol e de 128 ,a5@/mL para as drogas 5-
fluorocitosina e fluconazol que foram dispensadatuMme de 100L) nos pocos da coluna 2 a 11.
A fileira 2 contendo a maior e a 11 a menor corregdb da droga, respectivamente. As placas
foram estocadas a —TDou quando utilizadas no dia seguinte, permanecerdre 4 a &.

Foram utilizadas culturas recentes de 48 horasadeimento em meio de agar Sabouraud a
30°C. Colbnias isoladas foram suspensas em 5mL alec¢cd® salina estéril 0,85% e
homogeneizadas em aparelho Vortex por 15 seguAdosicentracdo dos inoculos foi ajustada até
se obter uma transmitancia equivalente a escalad®,9McFarland, correspondente a uma
concentracdo na ordem de 1,0 XUBC/mL. Posteriormente, os indculos foram dilui@b4.00)
em meio RPMI 1640, para obtencdo de 1,0%EC/mL. Esta dltima foi dispensada nos pocos de
02 a 11 (volume de 100L) comecando da fileira 2 que continha (i0@a maior concentracéo de
droga até a 11 com a menor concentracdo. Este pilsao o indculo (0,5x1H UFC/mL) e a
concentracdo das drogas a metade (16 a Q@318 para anfotericina-B e itraconazol e de 64 a
0,1251g/mL para as drogas 5-fluorocitosina e fluconazOlontrole de crescimento consistiu de
100QuL de meio livre de droga (C+), e 1QQ da suspensao de levedura (poc¢o 12). O pocoealeafil
01 ndo continha suspensao de levedura, apenaslimreiale droga (200L), funcionando como
controle de esterilidade ou branco para leitur@espfotométrica (C-).

As placas foram incubadas a 35°C, sob agitacddamtes e a leitura foi realizada apos 72
horas, através de leitor automatizado para plaeasicrodiluicdo a 490nm.

A determinacgao dos valores da CIM para anfoteri@rfai feita pela inibicdo de 90% do
crescimento, quando comparada ao controle pogitnao livre de droga + suspensao de levedura)
e inibicdo de 50% para 5-fluorocitosina e os azais.

De acordo com os critérios estabelecidos pelo Ch&#h fluconazol, cepas com valores de
CIMso < 8,0ug/mL foram consideradas sensiveis, entre 16388L sensiveis dependente de dose e
> 64ug/mL resistentes. Para itraconazol G§M= 1,Qug/mL foram consideradas resistentes,
0,1251g/mL sensiveis e entre 0,25-AgdmL sensiveis dependente de dose e para 5-FC50€IM
32ug/mL resistentes, entre 841¢/mL intermediario & 4,0ug/mL sensiveis. Por fim, a norma M27
A2, ndo define claramente os limites para ider@ de isolados sensiveis e resistentes a

anfotericina B.
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3.12. Cultivo deC. neoformans- ativacéo/repressao génica.

Foi utilizada uma cepa padrao @eneoformangar. grubii, sorotipo A, tipo molecular VNI
(WM148). A extragdo de RNA foi realizada de dudsasjoes: a primeira, referida comover foi
realizada a partir de culturas de 48 horas de ionesto, cultivadas em agar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol a’80 A segunda extracao, referida cotester foi realizada a partir de
culturas recuperadas de tecido pulmonar de camgodBALBc apos infeccdo experimental. Para
isso, foi preparada uma suspensdo deld@eduras em salina estéril que foi inoculada \par
intranasal, em camundongos com idade de 30 diéss ésram sacrificados apds 12 dias de
infeccdo. O pulméo foi assepticamente retirado Gs apaceracao, plagueado em agar Sabouraud
dextrose acrescido de cloranfenicol e feito incébag 36C. Col6nias isoladas foram submetidas a
exame direto em tinta da China para verificar preaale cdpsula e cultivados em agar Sabouraud

dextrose acrescido de cloranfenicol por mais 24asar36C.

3.13. Extracao de RNA total (adaptacéo de Sokolovglet al.,1990).

O crescimento celular formado, apés a incubacada¥ado com agua destilada estéril trés
vezes para posterior extracdo de RNA. As célulasCdeeoformansforam maceradas com
nitrogénio liquido e rapidamente transferidas pemnaubo (tipo falcon) contendo 3,5mL de Trizol e
pérolas de vidro. A amostra foi agitada vigorosameam vértex por 15 minutos e apds,
centrifugadas a 1620 x g por 10 minutos. A faseosgufoi transferida para um novo tubo,
adicionado de 0,2mL de cloroférmio para cada 0,7%®lrizol recuperado, agitado vigorosamente
e deixado em repouso por 10 minutos. Apds o rep@iamostra foi centrifugada a 1620 x g por 15
minutos e a fase aquosa, transferida para um nd Foi acrescentada 0,25mL de isopropanol e
0,25mL de solucéo de citrato de sédio 0,4M e abodst sédio 0,8M para cada 0,75mL de trizol
recuperado inicialmente, agitado gentilmente eatkixem repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente. A amostra foi centrifugada a 1620 x g3fbminutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado, lavado com etanol a 75%. Nova cerga@do foi realizada a 1620 x g por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado fodo sedemperatura ambiente. Finalmente, o
precipitadofoi ressuspenso em @D de agua DEPC (Dietil Pirocarbonato) 0.01% e aenado a -
70°C.

3.14. Reacéao de RDA.
Foi seguido o protocolo descrito por Pastorianlet(2000) modificado por Dutra et al.,
(2004).
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3.14.1. Sintese de cDNA fita simples.

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita em ureacédo contendouf de RNA total,
10pmolfuL da sequéncia iniciadora (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAACGCGGG-3) e
essa mistura foi aquecida por 2 minutos ¥7Em seguida foi acrescentado 10ppioldo oligo dT
modificado (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACToN:N, ondeN=A, C, G ou T;N;=A, G
ou C), 2L de uma mistura de dNTPs (10 mMpl2de RNaseOUT (40Wd) (Invitrogen), 0,41l
de DTT (100mM), 1,AL de cloreto de magnésio (50mM)Ul2 da enzima transcriptase reversa
(200UpL) (RT Superscript Il - Invitrogen) e de tampao 5X (Tris-HCI 250mM pH 8,3; KCI
375mM; MgCh 15mM). Esta reacdo foi aquecida durante 1 horm& tminutos a 4Z. Apés este
periodo foi adicionado Q@ de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e aquecidar mais 7

minutos a 7C.

3.14.2. Sintese de cDNA fita dupla.

Para sintese da segunda fita de cDNA foi utiliz8db da primeira fita, 10pmaglL da
sequéncia iniciadora (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTH31QUL de tampao 10X (Tris-SO
600mM pH 8,9, (NH),SO, 180mM), 1L de uma mistura de dNTPs (10mM)l2de sulfato de
magnésio (50mM), & de Tag Hi-Fi (Invitrogen) e agua milli-Q estéril tratadam DEPC 0,01%
para volume final de 1QM.. As condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintesciclo inicial por 1
minuto a 95C, seguido por 20 ciclos de desnaturacéo por 16nseg a 9%C, anelamento por 30

segundos a 58, e extensdo por 5 minutos #6& um ciclo final de extens&o por 7 minutos %68

3.14.3. Digestéo corsau3Al.

1lug da fita dupla de cDNA de ambdasster e driver foi digerido com L da enzima
SawBAl (10U/uL) (Promega) 5uL de tampéo B (Tris-HClI 60mM pH 7,5; NaCl 500mM; ©®lg
60mM; DTT 10mM), e agua milli-Q estéril para volurfieal de 5QL durante 3 horas e trinta
minutos a 37C. Posteriormente, a reacdo foi purificada atraséskit QIAquik (Qiagen) e

guantificados a 260nm.

3.14.4. Anelamento do primeiro par de adaptadores.

Os produtos da digestdo das amodiatere driver (300ng) foram ligados ao primeiro par
de adaptadores RBam12 (5-GATCCGTTCATG-3) e RBam24 (5'-
ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3) (500pmoljiL), nas seguintes condices: °680
minutos; 54C/10 minutos; 53/1 minuto; 52C/1 minuto; 56C/1 minuto; 48C/5 minutos; 48C/5
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minutos; 30C/5 minutos; 2%C/5 minutos; 28C/3 minutos; 1%8C/5 minutos; 18C/5 minutos:
4°C/30 minutos.

3.14.5. Ligacéao do primeiro par de adaptadores.

Apo6s anelamento foi adicionadgallde ligase (5UAL) (Fermentas), 3L de tampdao ligacao
10X (Tris-HCI 400mM; MgCj 100mM; DTT 100mM; ATP 5mM) e[ de ATP (10 mM)
(Invitrogen), por 18 horas a 46 em seguida a reacio foi purificada através dQ Kguik

(Qiagen).

3.14.6. Teste de ligacdo do primeiro par de adaptaces.

Para confirmar a ligacado dos adaptadores, foi feiteste utilizando-se: U& da reacéo de
ligacdo, HIL de uma mistura de dNTPs (1mM), gl5de tampao 10X (Tris-SO600mM pH 8,9;
(NH4)2SO, 180mM), 1L de cloreto de magnésio (50mM), @i5de Taq Hi-Fi (Invitrogen) e agua
milli-Q estéril para volume final de RB, nas seguintes condi¢cdes: um ciclo inicial por 1
minuto/95C, seguido por 25 ciclos de desnaturacdo por 4binsleg/98C e extensdo por 4
minutos/72C e um ciclo final por 10 minutos/%2. A reacéo foi visualizada em gel de agarose 1%

em tampdo TBE 1X, corado pelo brometo de etidigu@mL) e observado a luz ultra-violeta.

3.14.7. Primeira amplificacéo.

Foi feito ummix contendo 10 4L de tamp&o 10X (Tris-S£4600 mM pH 8,9; (NH).SO, 180
mM), 8,3uL de cloreto de magnésio (50mM), Al2de uma mistura de dNTPs e agua milli-Q estéril
para volume final de 93 4. Foram retirados 1. desta mistura e adicionado Al5de TaqHi-Fi
(Invitrogen) e reservado, ao restarfti@ adicionado O,iL da sequéncia iniciadora RBam24 &6
do produto de ligacdo, esta foi aquecida duranteiritos a 72C, em seguida foi adicionado o
restante danix e aquecido por mais 5 minutos £@2seguido de: 1 ciclo inicial de 1 minutof@5
seqguido por 7 ciclos de 45 segundo®95 minutos/72C e um ciclo final de 10 minutos/T2

Posteriormente foi realizada uma nova PCR, onge @&a primeira foi utilizado como
ampliconpara uma segunda reacgao realizada nas mesmag@endia anterior, entretanto esta foi
amplificada 30 vezes. Como controle negativo fdizalo a mesma mistura exceto o produto de
ligacdo. A reacdao foi visualizada em gel de aga8% em tampao TBE 1X, corado pelo brometo
de etidio e observado a luz ultravioleta.

O produto final foi purificado e digerido com a ena de restrica®alBAl para remocao dos
adaptadores e uma nova purificagao foi feita. Ausdg ligacao foi feita usando-se os adaptadores
NBaml12 (5-GATCCTCCCTCG-3) e NBam24 (5-AGGCAACTG&ICTATCCGAGGGAG-3’)
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gue foram anelados e ligados apenas aos produtaspificacdo da condicatester Para isso,
foram utilizadas as mesmas condi¢Oes da primeargéede anelamento e ligacéo (itens 3.14.4. e
3.14.5.) e depois, purificada novamente antesidaepa subtracéo.

3.14.8. Primeira subtracéao.

Para primeira subtracaotester(cDNA digerido e ligado aos adaptadores)driver (CDNA
digerido sem os adaptadores) foram misturados goprao de 1:10, acrescido dgubGde acetato
de amonio 7,5M e 374 de etanol absoluto, a reagdo foi incubada poroBash a -2€C.
Posteriormente, esta foi centrifugada a 20800 &rg3p minutos e lavada com etanol 70%p&let
foi ressuspendido enudl de tampéao EE 3X (EPPS 30 mM (Sigma) pH 8,0; EC3TAM), aquecido
por 95C/2 minutos. Em seguida, esta foi transferida pmnatubo contendo 146 de NaCl 5M,
coberta com 6leo mineral e incubada nas seguintedigbes: 9%C/3 minutos; 67C/24 horas. Apos

este periodo foi adicionado 4l0 de agua milli-Q estéril.

3.14.9. Segunda amplificacéo.

Apoés a primeira subtracdo, os produtos foram amoatibs nas mesmas condi¢cdes do item
3.14.7., porém, utilizando o iniciador NBamz24.

O produto amplificado foi purificado e digerido caaenzima de restricaBaBAIl e a
terceira ligacdo foi feita usando-se os adaptaddBesnl2 (5'-GATCCGTTCATG -3') e JBam24
(5-ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3’) que foram anelad@sligados apenas aos produtos
da condicaatester conforme os itens 3.14.4. e 3.14.5. e depois/fipado novamente antes da
segunda subtracéo. Esta foi realizada de acordoodtem 3.14.8., porém na proporc¢ao de 1:100 de
tester (produtos da terceira ligacdo)deiver. A amplificacdo foi feita com o iniciador JBamz24,
seguindo-se o protocolo descrito no item 3.14.@squrificacdo, esta foi clivada com a enzima de
restricioSalBAIl para remocgéo dos adaptadores, novamente @addse, por fim, verificados em
gel de agarose 2% em tampao TBE 1X corado pelodimde etidio, observado a luz ultra-violeta e

em seguida foi feita a clonagem.

3.14.10. Ligagao dos fragmentos em vetor de clonage

Os fragmentos de interesse foram ligados ao vetatahagem pUC 18, na propor¢ao de 1:5
(vetor / inserto). A reacgao de ligacao foi efetuadajuL de tampao ligase (1X),uL de T4 DNA
ligase, UL de ATP num volume final de 1QIL. Apds incubacdo a 26/18horas, este foi

precipitado e a transformacéo foi realizada emlagldeEscherichia coli.
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3.14.11. Preparo de células competentes para trangihacao por eletroporacéo.

Uma coldnia dée. coli XL1 blue foi inoculada em 10mL de meio LB (Luria-Bertariguido
por 18 horas a 3C. Em seguida, foi inoculado 5mL deste pré-indceno 500mL de meio LB,
incubado a 3 sob agitagdo até atingir uma D.O. de 0,35-0,4£@mprimento de onda de 550nm.
A cultura foi entéo resfriada em banho de gelo 3®minutos e centrifugada a 4500 x g por 15
minutos a 4C. As células foram ressuspendidas em 450mL de agllaQ estéril gelada,
centrifugadas 4500 x g por 15 minutos % 4e ressuspendidas em 200mL de Agua gelada e
submetidas a uma nova centrifugacdo. Em seguid®lats foram ressuspendidas em 10mL de
glicerol 10% gelado e centrifugadas. O precipitkmloressuspenso em aproximadamente 2mL de
glicerol 10% (3X16° células/mL), em seguida estas foram aliquotadasgeladas em nitrogénio

liquido e mantidas a -80.

3.14.12 Transformacéo de células dé&. colipor eletroporacao.

Uma aliquota de 20 de células competentes foi descongelada em bdmlgelo e recebeu a
adicao de (iL do sistema de ligacdo (item 3.14.9.). Esta masfar entdo colocada em uma cubeta
de 0,2cm previamente gelada. A cubeta foi colocedaparelho de eletroporagcdo com os seguintes
parametros: 2,5mV e 125 Ap6s o pulso as células foram recolhidas com Idalmeio SOC
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e incubadas por 1 hd3#’&. A suspenséo foi plaqueada em agar
LB acrescido de 100ug/mL de ampicilina, IPTG (isqrtio-B-D-galactopiranosideo) e X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil3-D-galactopiranosideo), nas concentracbes de 0,1mM3Qug/mL,

respectivamente, e incubada por 18 horas’@ p@ra a selecdo de clones recombinantes.

3.14.13. Extracdo de DNA plasmidial em microplaca.

As colbnias positivas foram crescidas em 1mL deorh8i contendo 5ag/mL de ampicilina
em microplacas tipdeep well por 18 horasadyvernight) a 37C sob agitacdo constante. Apds este
periodo 10QL dos clones cultivados foram transferidos paragsaipo ELISA, adicionado v/v de
glicerol 50% e estocadas a °80 O restante do crescimento foi centrifugado a022% por 6
minutos, o sobrenadante foi descartado quR5fe solucdo GTE (glicose 50mM; Tris-HCI 25mM
pH 8,0; EDTA 10mM pH 8,0) foram adicionados a cameo. A microplaca foi submetida a
agitacdo em vortex e novamente centrifugada a 2Hpor 10 minutos a 20°C. O sobrenadante foi
descartado e §Q de solucdo GTE foram adicionados a cada pocosAgmitacdo em vortex as
suspensodes foram transferidas para uma placa Lif@AHfundo redondo) contendquR de RNase
(10mg/mL). Em seguida, 8@ de NaOH 0,2N; SDS 1% foram adicionados a cada,p@@laca foi

homogeneizada por inversdo e mantida a temperatoibg&ente por 10 minutos. g0 de acetato de
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potassio 3M foram adicionados a cada poc¢o. Aposogemeizacdo por inversdo a reacdo foi
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. A38e periodo, as placas foram incubadas a
90°C por 30 minutos e em seguida resfriadas em baehgelb e centrifugada a 2250 x g por 9
minutos. A reacéo foi transferida para um sisteprdendo uma placa Millipore (MAGV N22) no
topo de uma placa tipo ELISA (fundo cbnico) o giealcentrifugado a 2250 x g por 6 minutos. O
sistema foi desmontado, e a etapa seguinte canatprecipitacdo do DNA. Para tanto, iD@e
isopropanol foram adicionados ao filtrado, e a glaentrifugada a 2250 x g por 45 minutos, 0

precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspkendim agua milli-Q estéril.

3.14.14. Sequenciamento.

O seguenciamento foi realizado pelo método de Samgeal., (1977) utilizando o
sequenciador automético MegaBACE 1000 (Amersharmsditaces). As reacdes foram realizadas
com o kitDYEnamic ETe Dye Terminator Cycle Sequenci(@mersham Biosciences), seguindo
os protocolos recomendados pelo fabricante, utiileao oligonucleotideo M1®rward onde se
utilizou um ciclo inicial por 9%C/2 minutos seguido de 35 ciclos a’©R0 segundos, 50G/20
segundos, 6C/1 minunto A seqliéncia nucleotidica foi determiatravés da incorporacdo de
dideoxinucleotideos (ddNTP) terminadores e foraalisadas e avaliadas automaticamente através
dos cromatogramas gerados e interpretados peloasefMegaBACE 1000 sequencer convertidos

em sequéncia de DNA.

3.14.15. Andlise das sequéncias.

Inicialmente, as ESTs foram processadas utilizandarograma Phred (EWING et al.,
1998). Somente as sequéncias com mais de 100 tidele®e com qualidade Phred maior ou igual
a 20 foram selecionadas. A retirada de sequénoiaaminantes de vetor foi realizada, utilizando-
se o programa Crossmatch (GREEN, 1996) e para sagem dosontigsfoi utilizado o programa
CAP3 (HUANG & MADAN, 1999). Finalmente, as ESTs ukantes foram comparadas com o
banco de dados ndo redundante GenBank (www.nchbniimoy) utilizando-se o programa
BLASTx (ALTSCHUL, et al., 1997).

3.14.16. Confirmacao dos resultados por RT-PCR.

Para confirmacdo dos resultados por RT-PCR, foraserthados iniciadores especificos
para as ESTs que apresentaram maior redundantie, etas: piruvato decarboxilase (571pb, F
5'CCGAAACTATCCGAGTGTCCCC3' e R  5'CCAACAATGTGAAGGACGGG3)),
transportador de zinco (555pb, F 5TCCAGTTCCGGTAMICGCG3 e R
5'ATCATAGTCCTCCCATGCGCC3), transportador de calcio (981pb, F
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5’AGTTCTTACAAGACTACACCGC 3 e R 5’ GATAGGCGTAGTGATAASCGG3) e regulador

de chaperona (625pb, F 5TCTCCATTTATATTCGGACGCC3’ e R
5’AGGCTTAATGATTTCTCCCGG3). Foi utilizado nas reag®, o mesmo RNA usado para o
RDA e a sintese da primeira fita foi realizada oomie o item 3.14.1. Iniciadores para o gene da
actina foram utilizados como controle da reac&ara pjuste de concentracado de cDNA.

As reacoes foram realizadas utilizando-se conogigsa de 25pmol de cada sequéncia
iniciadora e cDNA num tubo contendo uma misturaléexinucleotideos (0,2mM de cada dNTP),
tampéao (2,0mM MgGl 50mM KCI, 20mM(NH,),SO,, Tris-HCI 75mM pH 9,0) e DNA polimerase
termoestavel (Biotools). O volume final na reac@athplificacao foi de 28 sendo utilizada agua
Milli-Q estéril. As reacBes de amplificacdo foraealizadas com temperatura inicial de 95°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos com temperatura dealeracdo de 95°C por 1 minuto; a
temperatura de anelamento foi ajustada de aconmtoosoiniciadores variando de 45 a 55°C por 2
minutos, 72°C por 1,5 minuto e um ciclo final a €28or sete minutogjtilizando-se aparelho
termociclador Perkin Elmer model@eneAmp PCR System 970D produto amplificado foi
separado em gel de agarose 1,5%, em tampéao TBHutnhte 1,5 hora a 100 volts, corados com

brometo de etidio e observados a luz ultra-violeta.
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4. RESULTADOS

4.1. Selegao das amostras.

Foram estudados 106 isolados de 58 pacientes centa@@ssociada ou ndo a Aids, de dois
Estados (47 isolados de Sdo Paulo e 59 do Rio m&rdp que tiveram episodios de infeccéo
durante o periodo de 1993 a 2000, dentre este§}&8%) possuiam isolados sequenciais e 31
(53,4%) unicos. Cento e quatro isolados foram ifleatlos comoC. neoformans var grubii
sorotipo A e apenas dois pertencentes ao Estad®ialde Janeiro foram identificados cor@o

gattii (= C. neoformanwar gattii). Os dados dos isolados avaliados neste estudo estumidos

nas tabelas 1A e 1B.
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Tabela 1A. Dados e resultados dos isolado€mgptococcusp do Estado de Sdo Paulo avaliados

hY

quanto a espécie, variedadeating type tipo molecular e sensibilidade a quatro antifaogi
(fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfatma B).

< é\‘& Q
@ 2 © &\\Qe &600\’0 ,019\ ,z;\xo\ \o(;\&o @QI&
& & y&éo Q'Q;o\ & « & S Q\Oo N

QY P p¢2 <2 \\,&\ Q2 ~ Q\o \\@ - N

1 481 95 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S S <lug/mL
1 482 95 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
2 540 95 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S S <lug/mL
2 541 095 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S S <lug/mL
2 14 96 SP| C. neoformans grubljia | VNI S S S <lug/mL
3 13 96 SP| C. neoformans grubljia | VNI S S S <lug/mL
3 49 96 SP| C. neoformans grublia | VNI S S S <lug/mL
4 98 96 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
4 14 96 SP| C. neoformans grubljia | VNI S S I <lug/mL
5 221 96 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
5 18 97 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
6 222 96 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
6 65 97 SP| C. neoformans grubljia | VNI S SDD I <lug/mL
7 62 97 SP| C. neoformans grubljia | VNI S S I <lug/mL
7 66 97 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
7 67 97 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S I <lug/mL
8 377 95 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S S <lug/mL
9 379 95 SP| C. neoformans grubjia | VNI S S S <lug/mL
10 387 95 SP| C. neoformans grublia | VNI S S I <lug/mL
11 382 95 SP| C. neoformans grubljia |VNII S S S <lug/mL
11 384 95 SP| C. neoformans grubljia |VNII S S I <lug/mL
12 71 96 SP| C. neoformans grublia | VNI S SDD S <lug/mL
13 169 96 SP| C. neoformans grublia | VNI S SDD S <lug/mL
14 72 96 SP| C. neoformans grubjia | VNI S SDD I <lug/mL
15 141 96 SP| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <lug/mL
16 175 96 SP| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <lug/mL
17 32 97 SP| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <lug/mL
18 196 96 SP| C. neoformans grubljia | VNI S SDD I <lug/mL
18 192 96 SP| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <lug/mL




39

19 2177 99 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD I <1lug/mL
20 1950 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD I <lug/mL
21 1920 98 SP| C. neoformans grubljia | VNI SDD SDD I <1lug/mL
22 1870 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD S >1pug/mL
23 1850 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI S SDD S >1pg/mL
23 1830 97 SP| C. neoformans grubljia | VNI S S I <1lug/mL
24 141 96 SP| C. neoformans grubljia | VNI S SDD S <1lug/mL
25 85 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI S SDD I <lug/mL
26 35 99 SP| C. neoformans grubjia | VNI S SDD S <lug/mL
27 110 98 SP| C. neoformans grubljia | VNI S SDD S <1lug/mL
28 34 99 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD I <lug/mL
29 26 98 SP| C. neoformans grubljia | VNI S SDD S >1pg/mL
30 142 96 SP| C. neoformans grubljia | VNI S SDD I <1lug/mL
31 1269 93 SP| C. neoformans grubljia | VNI SDD SDD I <1lug/mL
32 11 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD S <lug/mL
33 31 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD I <1lug/mL
34 6 99 SP| C. neoformans grubljia | VNI SDD SDD I <1lug/mL
35 34 98 SP| C. neoformans grubjia | VNI SDD SDD I <lug/mL

SP = S&o Paulo

S = sensivel A
SDD = sensivel dependente de doseCritérios de classificacdo estabelecidos pelo CLSI,
| = intermediario > documento M-27 A2.

R = resistente
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Tabela 1B. Dados e resultados dos isoladogtococcussp do Estado do Rio de Janeiro

hY

avaliados quanto a espécie, variedadw®ting type tipo molecular e sensibilidade a quatro
antifangicos (fluconazol, itraconazol, 5-fluoroaioa e anfotericina B).

& R
N @ N < 0\@0"\ ’Zr/\’O\ fzﬂ’O\ «06\@ i\é}(\%
F Lo L Tl &

TP W & W& W S ol

1 4 95 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S S R <lug/mL
1 7 95 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <1lug/mL
1 8 95 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <1lug/mL
1 9 95 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <lug/mL
2 2 95 RJ| C.neoformans grublia | VNI S SDD R >1ug/mL
2 6 95 RJ| C.neoformans grublia |VNII SDD S I >1ug/mL
3 26 96 RJ| C. neoformans grubljia | VNI SDD R >1ug/mL
3 27 96 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S R >1pg/mL
3 28 96 RJ| C. neoformans grubljia | VNI SDD SDD R >1pug/mL
3 30 96 RJ| C.neoformans grubljia | VNI R S I >1pug/mL
4 33 96 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S S I <1lug/mL
4 34 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI SDD S R <lug/mL
5 41 97 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R <lug/mL
5 42 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S R <1lug/mL
6 39 97 RJ| C. neoformans grubjia [VNII S I <lug/mL
6 40 97 RJ| C.neoformans grublia [VNII SDD SDD R <lug/mL
7 43 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S R <lug/mL
7 44 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S I <lug/mL
7 45 97 RJ| C. neoformans grublia | VNI S I <lug/mL
7 47 97 RJ| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <lug/mL
8 32 96 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S S R <1lug/mL
9 46 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <1lug/mL
9 38 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <lug/mL
9 1 95 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <lpg/mL
10 35 97 RJ| C. neoformans grubljia |VNII S S I <1lug/mL
11 49 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S I <1lug/mL
11 50 97 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R <lug/mL
12 52 97 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R <lug/mL
12 54 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <1lug/mL
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12 55 97 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S S I <1lug/mL
13 60 97 RJ| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <lug/mL
13 61 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S SDD I <1lug/mL
13 62 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S SDD I <1lug/mL
14 63 98 RJ C. gattii a | VGII S SDD I <lpg/mL
14 64 98 RJ| C. gattii a | VGII S SDD | <lug/mL
15 70 98 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S S R >1ug/mL
15 53 97 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S SDD R <1lug/mL
16 71 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R >1pg/mL
16 74 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R <lug/mL
16 67 98 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S SDD I <1lug/mL
17 76 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI SDD S I <1lug/mL
18 80 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S SDD R <lug/mL
18 81 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S SDD R <lug/mL
18 82 98 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S SDD I >1pug/mL
18 83 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S SDD I <1lug/mL
18 84 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S SDD R >1ug/mL
18 85 98 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S I <lug/mL
18 86 98 RJ| C.neoformans grubljia | VNI S S I <1lug/mL
19 87 98 RJ| C. neoformans grubljia | VNI SDD SDD I >1pug/mL
20 88 98 RJ| C.neoformans grubljia | VNI S R I >1pg/mL
21 89 99 RJ| C. neoformans grubjia |VNII S S I <lpg/mL
22 90 99 RJ| C.neoformans grubjia | VNI S S R >1ug/mL
22 93 99 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S S I >1pg/mL
22 111 00 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R >1pg/mL
22 112 00 RJ| C. neoformans grublia | VNI S S R >1pg/mL
22 101 99 RJ| C. neoformans grubjia | VNI S S R <1lug/mL
23 103 00 RJ| C. neoformans grubljia | VNI S SDD I <1lug/mL
23 104 00 RJ| C.neoformans grubjia | VNI S S R <lug/mL
23 105 00 RJ| C.neoformans grubjia | VNI S SDD I >1ug/mL

RJ = Rio de Janeiro

S = sensivel
SDD = sensivel dependente de doseCritérios de classificacdo estabelecidos pelo CLSI,

| = intermediario documento M-27 A2.

R = resistente
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4.2. Determinacao das variedades por PCR.

A determinacdo das variedades foi realizada poroaoét classicos em meio CGB
(Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol) e confirnogaor PCR utilizando sequéncias iniciadoras
especificas. Houve 100% de concordancia entre tedog e fragmentos em torno de 1000pb para
sorotipo A/AD foram obtidos em 104 (98,1%) isolad@s neoformansvar grubii) e para o0s

sorotipos B/C C. gattii= C. neoformansar gattii), em dois (1,9%) (Figura 1).
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Sorotipos A/AD
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Figura 1. Gel representativo a 1,5% dos produtos de PCRdledos deC. neoforman®btidos
com os iniciadores para determinacdo das variedades

A — Cepas de referéncia, marcador de tamanho molekdlgb (Promega).

B —Isolados deC. neoformanslo Estado do Rio de Janeiro.

1 - Paciente (P) 7, Isolado (l) 48;- P-7, 1-47;3 - P-8, I-32;4 - P-9, I-46;5 - P-9, 1-38;6 - P-9, I-1,
7 -P-10, 1-35;8 - P-11, 1-49;9 - P-11, 1-50;10 —P-12, 1-52;11 -P-12, I-54;12 -P-12, I-55;13 -P-
13, 1-60;14 -P-13, 1-61;15 -P-13, 1-62;16 -P-14, I-63;17 -P-14, 1-64;18 -P-15, I-70.

* - Paciente 14, isolado 63 do Estado do Rio deida

e - Paciente 14, isolado 64 do Estado do Rio deida
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4.3. Determinacao dosnatingtypepor PCR.
Os iniciadores especificos, para determinacdoigos MATa e MATa dos 106 isolados de
C. neoformanslos dois Estados, foram utilizados para amplificagmentos especificos de 101pb
e 117pb, respectivamente. As cepas ATCC 28957t{(gorD, MATa) e ATCC 28958 (sorotipo D,
MAT a) foram usadas como controles positivos. A and@gdemioldgica domating typemostrou
prevaléncia de 100% de MAIT(Figura 2).
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101ph | il B

Rio de Janeirc

101pb
Figura 2. Gel representativo dos produtos de PCR de issldd@. neoformanslo Estado de Séao
Paulo e Rio de Janeiro obtidos com os iniciadoaga mating-type e a.
A -1, ATCC 28957 (MAT); 2, ATCC 28958 (MA®); 3-6, isolados clinicos.

B —Isolados deC. neoformanslo Estado de S&o Paulo.
C - Isolados deC. neoformansio Estado do Rio de Janeiro.
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4.4. RAPD e PCRfingerprinting.

O iniciador 6 do Kit Ready to Go e o iniciador nossatélite especifico (GACAforam
utilizados para amplificar o DNA gendmico dos 186lados de&. neoformansios Estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro. Os perfis de RAPD e F@gerprinting foram analisados de acordo com a
presenca ou auséncia de bandas claras e defipolagjeio de imagens digitalizadas capturadas
dos géis (Figuras 3 e 4) e utilizadas para contedo& dendrogramas.

Cepas padrbes foram utilizadas na técnica de #@Rrprinting com iniciador (GACA)
para separar os isolados nos oito tipos moleculgresiamente descritos (Figura 3A). O
dendrograma obtido com (GACA)nostrou alta homogeneidade entre os isolados. diareo
coeficiente de similaridade foi de 0,930,1. Os isolados foram distribuidos em quatro gsup
principais. O grupo |, formado pelo tipo molecu&Xl, englobou a maioria dos isolados (93/106
ou 87,7%) e foram distribuidos em dois subgrupo® I8 com 0,86 de similaridade. O subgrupo
IA continha 88 isolados em quatttusters apresentando similaridade maior que 0,9 e o splogr
IB com cinco isolados em um cluster de 1,0. O grlipgrupou sete isolados VNII (6,6%) com
similaridade em torno de 0,9, distribuidos em ttésterse correlacionado em 0,85 com o grupo |.
Quatro isolados sequenciais (grupo lll), obtidosude paciente do Rio de Janeiro, apresentaram
similaridade de 1,0 e correlacionaram em 0,7 cogrupo | e Il. Finalmente, o grupo IV com
apenas dois isolados d& gattii (VGII) apresentou similaridade < 0,6 quando comparada aos
grupos I, Il e lll (Figura 5).

A andlise do dendrograma obtido com iniciador 6 tnoos maior heterogeneidade,
comparada com o obtido com (GAGAA média do coeficiente de similaridade foi delG+80,1.
Foram formados vinte e cinco clusters com quatup@s principais. O grupo |, com os subgrupos
IA e IB, englobou 84 isolados VNI com similaridaelm torno de 0,78. Destes, 83 pertenciam ao
subgrupo IA e apresentaram similaridade de 0,8%esit O grupo Il, contendo 12 isolados,
correlacionou-se em 0,72 com o grupo | e dividiesedois subgrupos (lIA e 11B), correlacionados
entre si em 0,84. O subgrupo IIA englobou seteathkmd VNIl e o subgrupo IIB, cinco VNI. O
grupo lll, formado apenas por isolados VNI, agrupaa isolados correlacionados entre siem 0,8 e
com similaridade de 0,65 em relacdo aos grupds Per ultimo o grupo IV, apresentando a menor

relagcéo (< 0,5), continha os dois isolados VGIy(ffa 6).
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Figura 3. Perfis de PCRingerprintingcom o iniciador (GACA)de C. neoformanslo Estado de Sao Paulo e Rio de Janeiro (gel a 2%)

A — Gel representativo das cepas de referénci&€.deeoformangdos principais tipos moleculares.— Marcador de tamanho molecular 100pb
(Invitrogen);2 — WM148 (VNI — sorotipo A)3 — WM626 (VNII — sorotipo A)4 — WM628 (VNIII — sorotipo AD);5 — WM629 (VNIV — sorotipo
D); 6 — WM179 (VGI - sorotipo B)7 - WM178 (VGII — sorotipo B)8 - WM161 (VGIII — sorotipo B)9 — WM779 (VGIV — sorotipo C)10-11 —
Isolados clinicos12 — Cepa ATCC 28958 (sorotipo )3 — Isolado clinico; 14 — Tamanho molecular 100phiftogen).

B —Isolados deC. neoformanslo Estado de Sao Paulo (ordem = tabela 1A; P =eraido paciente, | = nUmero do isolado).

C - Isolados deC. neoformanslo Estado do Rio de Janeiro (ordem = tabela IBnBmero do paciente, | = nimero do isolado).

e - Marcador de tamanho molecular 100pb (Inviérgg

# - Tipo molecular VNI - Tipo molecular VGII
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Figura 4. Perfis de RAPD com o iniciador 6 do kit Ready todg&C. neoformanslo Estado de S&o Paulo e Rio de Janeiro (gel a 2%)
A —Isolados deC. neoformanslo Estado de S&o Paulo (ordem = tabela 1A; P =ermidp paciente, | = nimero do isolado).

B - Isolados de&C. neoformanslo Estado do Rio de Janeiro (ordem = tabela 1BnBmero do paciente, | = nimero do isolado).

e - Marcador de tamanho molecular 100pb (Inviérgg
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Figura 5. Dendrograma dos isolados @e neoformanslo Estado de Sdo Paulo e Rio de Janeiro

utilizando a sequéncia iniciadora (GAGAMarcador de tamanho molecular 100pb (Invitrogen).
Tipo Molecular VNI = IA, IB e lll; VNII = 1I; VGII = IV.
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Figura 6. Dendrograma dos isolados @e neoformanglo Estado de S&o Paulo e Rio de Janeiro
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4.5. PCR-RFLP do gene da fosfolipase B (PLB1).

A técnica de PCR-RFLP do gene PLB1 foi realizade ganfirmar os perfis genéticos
encontrados por PGCfhgerprinting com o iniciador (GACA) nos oito tipos moleculares
principais. Os perfis de PCR-RFLP confirmaram odigpale PCRfingerprinting e mostraram
prevaléncia de 91,5% (97/106) do tipo molecular Vd#guido de 6,6% (7/106) de VNIl e 1,9%
(2/106) de VGII (Figura 7 e 8).
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Figura 7. Perfis de PCR-RFLP de. neoformanslo Estado de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (gel a 3%)

A — Gel representativo das cepas de referénci&€.deeoformangdos principais tipos moleculares.— Marcador de tamanho molecular 100pb
(Promega)2 — WM148 (VNI — sorotipo A)3 — WM626 (VNII — sorotipo A)4 — WM628 (VNIII — sorotipo AD)5 — WM629 (VNIV — sorotipo D);

6 — WM179 (VGI — sorotipo B)7 - WM178 (VGII — sorotipo B)8 - WM161 (VGIII — sorotipo B);9 — WM779 (VGIV — sorotipo C)10-13 —
Isolados clinicos14 — Marcador de tamanho molecular 100pb (Promega).

B —Isolados deC. neoformanslo Estado de Sao Paulo (ordem = tabela 1A; P =eraido paciente, | = nUmero do isolado).

C - Isolados deC. neoformanslo Estado do Rio de Janeiro (ordem = tabela IBnBmero do paciente, | = nimero do isolado).

* - Marcador de tamanho molecular 100pb (Promega)Marcador de tamanho molecular 100pb (logién).

# - Tipo molecular VNI - Tipo molecular VGII
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Figura 8. Prevaléncia dos tipos genéticosGleneoformanslos Estados de Sao Paulo e Rio de

Janeiro. * = nUmero de isolados.



54

4.6. Avaliacéo do perfil de sensibilidade d€. neoformangor microdilui¢éo.

As concentragfes inibitérias dos 106 isoladosCdeneoformansforam avaliadas pelas
leituras dos controles positivo e negativo em gqadea e também com base nas leituras da cepa de
C. neoformans ATCC 90012. A variacdo da concentracao inibétdninima, bem como, os valores
da CIM50 e CIM90 (concentracao inibitéria minimag&0 e 90% dos isolados), para fluconazol,
itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B estépresentados nas Tabelas 2 e 3.

O perfil de sensibilidade ao fluconazol mostrou §3¢l% dos isolados foram sensiveis a
esta droga, pois apresentaram valores desECtitre 4 e Bg/mL. Dezessete isolados (16,0%)
foram sensiveis dependente de dose (SDD) e apenéBaciente 3, isolado 30) do Rio de Janeiro
(0,9%) apresentou resisténcia (G 64ug/mL). Com itraconazol, 45 isolados (42,4%) foram
SDD e um (0,9%) resistente com GiMle 2,qug/mL (Paciente 19, isolado 88). Em contraste aos
azéis, o perfil de sensibilidade a 5-fluorocitosmastrou alta frequéncia de isolados resistentes
com 30,2% apresentando GV 32ug/mL e 52,8% com o perfil de intermediario. Quaato
anfotericina B, 20 isolados (18,9%) apresentaraM €l1ug/mL. A analise estatistica, dos perfis
de sensibilidade a 5-fluorocitosina e anfoteriddjamostrou diferencas significativaB & 0,05)
entre os dois Estados. Todos isolados resistentedlumrocitosina encontrados neste trabalho,
pertenceram ao Estado do Rio de Janeiro, com @resial de 54,2% (32 de 59 isolados). Apenas
trés dos 47 isolados (6,4%) de Sao Paulo apresemt@&My, = 1ug/mL para anfotericina B,
enquanto para o Rio de Janeiro, a prevalénciaef@8j8% (17 de 59 isolados) (Figuras 9 e 10). Os
valores da concentracao inibitéria minima para eadalos isolados estdo representados no anexo
3.
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Tabela 2.Variacdes das CIMug/mL) para fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosia anfotericina

B para 106 isolados d&. neoformansle Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

Estados Fluconazol Itraconazol 5-fluorocitosina Anfotericina B
CIMso CIM 5o CIM 5o CiMog.
Séo Paulo 2-32 0,0625 - 0,5 2-16 0,0313-1
Rio de Janeiro 0,5-64 0,0313-2 8 -64 0,313-2
SP + RJ 0,5-64 0,0313-2 2-64 0,0313-2

"CIMso = 50% de inibicdo do crescimento.

" CIMgo = 90% de inibicdo do crescimento.
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Tabela 3. CIM50 e CIM90" de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e ataficina B de

isolados deC. neoformansle Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

Estados Fluconazol Itraconazol  5-FluorocitosinaAnfotericina-B
CIM CIM CIM CIM
50 90 50 90 50 90 50 90
SP 4" 16 0,25 0,25 8 16 0,25 05
RJ 4 16 0,125 0,25 16 64 0,5 1,0
SP + RJ 4 16 0,125 0,25 16 64 0,5 1,0

"CIM50 = Concentracao inibitoria minima para 50% isogados
”CIM90 = Concentrac&o inibitéria minima para 90% bosados

*kk “g/m L
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Figura 9. Distribuicdo dos valores da CIMig/mL) de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosiea

anfotericina B de isolados clinicos @eneoformansle Sao Paulo e Rio de Janeiro



SP — 47 isolados

RJ — 59 isolados

SP + RJ — 106 isolados
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Figura 10. Prevaléncia de isolados sensiveis, sensiveis depende dose, intermediarios e resistentes. deoformanslos Estados de S&o Paulo e Rio de
Janeiro. * NUmero de isolados. S = sensivel, SBensivel dependente de dose, | = intermediariorésistente.
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4.7. Expressao diferencial de genes d& neoformanglurante infeccdo em animais de
laboratario.

Para o estudo foi utilizada uma cepa padraG.deeoformansar. grubii, sorotipo A e tipo
molecular VNI (WM148). A extracdo de RNA foi reada em duas situacdes: a primeira, referida
comodriver, foi feita a partir de culturas de 48 horas de@raento em agar Sabouraud dextrose.
A segunda extracéo, referida comester a partir de culturas recuperadas de tecido puhmem
camundongo BALBc na tentativa de identificar gec@® expressao diferencial durante a infeccao.
Para isso, foram realizadas duas hibridizactesativats nas proporcdes de 1:10 e 1:10€edtere
driver respectivamente, com excessodiver para remocado das sequéncias idénticas nas duas
condigbes. Os produtos diferencialmente expressas alias situagbes foram amplificados,
resultando em padrdes distintos (figura 11).
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1018pb—»
506pb—p 1018pb—p
398pb—— P
344pb—>
298ph—™> 506pb—,
396pb—,
44pb—:

298ph——

Figura 11. Produtos diferencialmente expressodaneoformansgnantidos em meio de cultura e
recuperados de tecido pulmonar. 1, Marcador derthmanolecular 1Kb (Invitrogen); 2, Produtos
diferencialmente expressostegter = pulmdo; driver = meio de cultura); 3- Produtos
diferencialmente expressdsgter= meio de culturagriver = pulmao).

A = 1% subtracéo (1/10)

B = 22 subtracao (1/100)
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4.8. Caracterizagdo e fungdo hipotética dos cDNAstidos de C. neoformansapoés infecgéo
experimental.

Os produtos diferencialmente expressos da condiedmfeccdo poC. neoformandoi
submetido ao sequienciamento automatico. Um total9@eclones foi seqienciado e destes, 148
foram de boa qualidade. Estes foram analisadosupadps em oitelusters,com cincocontigse
trés singlets.As sequénciascontigse singlety apresentaram homologia a oito proteinas que estado

representadas na tabela 4.



Tabela 4.Analise dos clones sequienciados obtido€ deeoformansla condicdo de infeccao,

apos aplicacdo da técnica de RDA.

Contig Blastx e-value | Numero | NUmero de
de copias| acesso

1 pyruvate decarboxylaseCiyptococcus 2e-30 35 XP_567475
neoformanyar.neoformans
JEC21)

2 low-affinity  zinc ion transporter 2e-52 58 XP_570392
(Cryptococcusieoformanwar.
neoformansIEC21)

3 calcium ion transporterCfyptococcus 6e-40 34 XP_567812
neoformanar.neoformans
JEC21)

4 chaperone regulator Cfyptococcus 5e-25 16 XP_568298
neoformanar.neoformans
JEC21)

5 Hypothetical protein CNMO01150 4e-13 2 XP_568404
(Cryptococcus  neoformans  var.
neoformans
JEC21)

Singlet Blastx e-value | Numero | Numero de

de copias| acesso

1 Hypothetical protein SNOG 04077 1le-10 1 EAT89282
(PhaeosphaerimodorumSN15)

2 DNA binding protein Ncpl 6e-40 1 XP_567812
(Cryptococcus  neoformans  var.
neoformansEC21)

3 Hypothetical protein CNBMO002D 4e-29 1 EAL17618
(Cryptococcus  neoformans  var.

neoformans-3501A)

"Numero de acesso d@enBankhttp://www.ncbi.nim.nih.gov).
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4.9. Confirmacao da expressao diferencial por RT-PR.

Para confirmacdo dos resultados por RT-PCR, fatasenhados iniciadores especificos
para as ESTs que apresentaram maior redundantia, edas: piruvato decarboxilase (35 ESTS),
transportador de zinco (58 ESTSs), transportadarafigo (34 ESTS) e chapero(t ESTS). Apos a
amplificacdo dos produtos das duas condi¢cdes (rdeicultura e recuperado de pulmao), foi
possivel comprovar a regulacdo aumentada dos timssma situacdo onde a levedura foi
recuperada de tecido pulmonar em relacdo ao maatidmeio de cultura, para trés dos quatro genes
testados (transportador de zinco, transportadacati?o e chaperong)igura 12). Os iniciadores

para piruvato decarboxilase nao amplificou em nerehdas situacoes.
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A 320pk
B 555pk
c 981nt
D 625pk

Figura 12. Confirmacéo dos resultados do RDA pela técnicaD¢RBR.A — Controle (actina)B -
transportador de zincg; - transportador de célci®, — regulador de chaperona.

-*— Meio de cultura

3¢ Pulmao
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5. DISCUSSAO

A criptococose é doencga fungica importante que geapertando interesse cada vez maior
entre os pesquisadores devido a sua associacadopatientes imunocomprometidos, em especial
agueles com Aids. Segundo o boletim, HIV/Aids dax®&s Unidas e Organizacdo Mundial da

Saude (http://www.unaids.org/@¢nmais de 40 milhdes de pessoas no mundo estéctadbs pelo

virus HIV e cerca de trés milhdes morrem todosrms aConsiderado como um dos critérios para
estabelecer o diagnéstico de Aids, a meningiteanqzica € a infeccdo fungica mais comum do
sistema nervoso central e a terceira complicacémltaica mais freqliente entre os pacientes com
a sindrome (DEL VALLE E PINA-OVIEDO, 2006). No Bigsde 1980 a 2005, 371.827 casos de
Aids foram relatados e estima-se que 5 a 10% desteientes sdo acometidos por esta micose
(BRASIL, 2005).

A primeira parte de nosso estudo preocupou-se eificae a prevaléncia dos principais
tipos molecularesnating typee sorotipos de isolados @ neoformanglo Estado de S&o Paulo e
Rio de Janeiro. Neste estudo, 106 isolados foramdashde 58 pacientes com doenga associada ou
nao a Aids. Destes, 104 foram identificados cdnameoformans var grubisorotipo A e apenas
dois pertencentes ao Estado do Rio de Janeiro fakamtificados com&. gattii, consistente com a
literatura mundial e também a nacional, de Gu&eoformans var grubisorotipo A é prevalente
entre 0s pacientes imunossuprimidos, principalmestellV positivos (MITCHELL e PERFECT,
1995; CASADEVALL e PERFECT, 1998; CASALI et al.,, @) NISHIKAWA et al., 2003;
BARRETO de OLIVEIRA et al., 2004). A determinacdasdvariedades foi realizada por métodos
classicos em meio CGB e confirmado por PCR utitivarseqiéncias iniciadoras especificas.
Tradicionalmente, a identificacdo das espéCieseoformans e C. gatpiode ser realizada em meio
de canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) euoe ¢0 a espéci€. gattii € resistente a
canavanina e € capaz de utilizar a glicina comeaifonte de carbono e nitrogénio, levando a
alcalinizacdo do meio e sua mudanca de cor. O eipagrto de isolado€. neoformansCGB
falsos positivos (ou negativos) tem levado os pieadgores a buscar métodos mais especificos para
identificacdo dos isolados. As técnicas baseada® @B vem sendo uma O6tima alternativa,
mostrando-se, mais sensiveis, especificas e rapidaendo menos influéncia de fatores externos
do que os métodos tradicionais baseados em asgentufpicos (AOKI et al., 1999; LENGELER
et al., 2001; D'SOUZA et al., 2004; LEAL, 2006). Enosso estudo, a concordancia entre 0s
métodos classicos e moleculares foi de 100%, adr&tm de Leal (2006) que encontrou
discordancia em seis (4,55%) de 132 isolados adlmlss sendo os métodos moleculares mais
especificos.

C. neoforman® basidiomiceto heterotalico possuindo duoating typeopostos & e a). O

cruzamento envolve a fusdo de células haplaidea e a formacao de hifas dicaridticas e basidios
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com quatro cadeias de basidiésporos (KWON-CHUNG5L9Apesar dos basidiésporos serem
produzidos, na propor¢cdo de um para uma, 0 que se observa, tanto em isolados ambientais,
guanto em isolados clinicos, é uma predominan@aeyabsoluta do tip@, em torno de 98-99,9%
(LIN e HEITMAN, 2006). Em nosso estudo, a andliggidemioldgica dosmating types
determinadas por PCR, mostrou prevaléncia de 1¥%AITa, quadro semelhante ao encontrado
na literatura mundial e nacional (CASALI et al. 020 TRILLES et al., 2003; LIN e HEITMAN,
2006; ABEGG et al., 2006). O motivo desta predomdired ndo esta bem claro. Estudos tém
mostrado que a frutificacdo hapléide, nome queasae passagem da forma assexuada para a forma
sexuada sem haver o encontro daating types opostos, ocorre predominantemente em cepas
MAT a (WICKES et al., 1996; LIN e HEITMAN, 2006). Lin at. (2005) verificaram que cepas do
mesmomatingtype (a) foram capazes de se fundirem e formarem hifesidlms e basididsporos,
em um processo semelhante a frutificacdo hapléids,com meiose e, consequentemente, troca de
material genético, caracteristico de reproducdaade Por fim, o tipo sexual parece exercer papel
importante na viruléncia dé. neoformanscepas que diferiam apenas em s&iing typeforam
comparadas em infeccado experimental e as cepasoM&Bm mais virulentas do que as MATa
(KWON-CHUNG et al., 1992). Aléem disso, foi demomsto que cepas MAXT invadem o sistema
nervoso central com mais eficiéncia do que as MAIlLaiante uma coinfecgao (NIELSEN et al.,
2005).

Neste estudo, os 106 isolados foram tipados por IRAPPCRfingerprinting com o
iniciador (GACA), e ainda confirmado por RFLP do gene PLB1. O timbdecular VNI foi o mais
prevalente entre os isolados (91,5% = 97/106),ideguelo VNII (6,6% = 7/106) e por ultimo o
VGIlI com apenas dois isolados (1,9%). A tipagemeunolar por RAPD, ao contrario do PCR-
fingerprinting mostrou maior polimorfismo, comprovada pela méliasimilaridade menor (0,81
0,1) comparada ao PCiitgerprinting (0,93+ 0,1) e formac&do de maior niUmero de clusters como
observado no dendrograma. Além disso, foi obsenadarmacdo de um grupo (ll) contendo
isolados do tipo VNI junto com VNIl e formacédo deugos com isolados similares por PCR-
fingerprinting e com baixa correlacdo por RAPD e vice versaddm do grupo lll). Estudos
epidemioldgicos séo essenciais para o entendintentnologia e da estrutura populacional de um
microorganismo. Varios métodos de tipagem molec@dm sendo utilizados em analise
epidemioldgica deC. neoformanscomo por exemplo, cariotipagem, P@/gerprinting RAPD,
RFLP e AFLP (BOEKHOUT et al., 1997; GARCIA-HERMOS# al., 1999; BOEKHOUT et al.,
2001; CALVO et al., 2001; CASALI et al., 2003; MEREet al., 2003; TRILLES et al., 2003;
BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004; IGREJA et al.,@0 DELGADO et al., 2005). As técnicas
de PCRfingerprinting com iniciadores mini (M13) ou microsatélite (GAGAspecificos e RFLP
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dos genes PLB1 e URA5 vem sendo utilizados em tawamtos globais, dividindo os isolados em
oito tipos moleculares principais, denominados \&\VNII (C. neoformanar. grubii, sorotipo

A), VNIl (C. neoformanssorotipo AD), VNIV (C. neoformansgsar. neoformans sorotipo D) e
VGI a VGIV (C. gattii, sorotipos B e C) (MEYER et al., 1999; LATOUCHEatt 2003; MEYER

et al., 2003). Varios estudos tém verificado umadpminancia do tipo molecular VNI tanto em
isolados ambientais quanto em clinicos. Um estbéooamericano realizado com cepas de nove
paises, incluindo o Brasil, mostrou prevalénciatido VNI entre os 340 isolados tipados. Mais
especificamente, 66 isolados do Brasil foram imtdaj sendo 44 da regido sudeste, 11 da regido sul
e 11 da regido nordeste, dentre estes, o tipo ¥Npredominante com 82,3% seguido do VGII
(13,6%) e VNII (3,0%) (MEYER et al., 2003). Casailial. (2003), em importante estudo na regiao
sul do Brasil, investigaram 105 isolados clinicos1l® ambientais e também verificaram
predominéancia do VNI. Mais recentemente, Escandaa. §2006) analisaram 425 isolados (178
clinicos e 247 ambientais) d& neoformangda Colémbia, dentre estes, os mais predominantes
foram o VNI (269 isolados), seguido do VGII (119¢@n menor numero de isolados, VGIII (22),
VGIV (10), VNII (3) e VGI (1). Em nosso estudo, aas dois isolados seqlenciais de um paciente
foram identificados com€. gattii, tipo molecular VGII. O tipo VGII tem chamado &@atdo dos
pesquisadores devido a um surto de criptococosgadaupor cepas hipervirulentas, acometendo
humanos e também animais, em zonas temperadas, eosmd/ancouver Island, Canada
(STEPHEN et al., 2002; KIDD et al., 2004). A questbbre a origem geogréfica destas cepas e
como elas chegaram ao Canada é motivo de discu@saodo um dos isolados, obtido durante o
surto, foi comparado a dois dos EUA e um do Brasl& técnica denultilocus sequencayping
(MLST), mostrou-se 100% identico aos dos EUA e rdiite em apenas um locus dos 30
analisados, quando comparado ao isolado brasibroydo a possibilidade de isolados da América
do sul ser a origem do surto (FRASER et al., 200&). presente trabalho, quatro isolados
sequenciais de um paciente do Rio de Janeiro qumafam um terceiro grupo (Illl) e
correlacionaram em 0,7 com os grupos | (VNI) eMN[l), foram tipados como VNI por RFLP.
Subpopulagbes deC. neoformans em particular da variedadgrubii, apresentando perfis
genotipicos distintos e/ou limitados a uma regi@oggafica vem sendo relatados. Litvintseva et al.,
2005, pela técnica de MLST, separaram mais de Eat#dos deC. neoformanyar. grubii em trés
grupos principais sendo que um destes grupos fdmmados por isolados unicamente de
Botswana, Africa. Em outro, Barreto de Oliveiraakt(2004), pela técnica de AFLP, encontraram
grande diversidade genética entre os isoladosldirasi incluindo um subgrupo novo entre os
isolados da vagrubii. A estrutura genética de. neoformang bastante complexa e o emprego de
novos iniciadores, bem como, outras técnicas mizezsi sdo importantes e necessarios para

elucidar sua epidemiologia. No Estado do Rio Gratm&ul, a variabilidade genética de isolados
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clinicos e ambientais foi testada por 22 iniciadacaeatorios, dentre estes, oito comprovaram o
polimorfismo (HORTA et al.,, 2002). Em outro estud@REJA et al. (2004) identificaram
numerosos subtipos entre isolados sequenciais esulgs de pacientes com Aids. Recentemente,
83 isolados de varias regifes do Estado de Sdo Raalm tipados por cariotipagem eletroforética
e RAPD, 22 e 15 perfis foram encontrados, respatiante (ALMEIDA et al., 2006).

A tipagem molecular é potencialmente Gtil em egdar casos de recidivas por persisténcia
da cepa ou reinfeccdo por uma nova cepa, demodst@ngraus de relacdo entre os isolados no
inicio e em infecdes posteriores de um mesmo p&ci¥inte e sete dos 58 pacientes selecionados
para este estudo, possuiam isolados sequenciated)apenas cinco tiveram mudancas no perfil
genético. No entanto, com excecdo de um pacientgiabfoi infectado pelos tipos moleculares
VNI e VNII, os quatro restantes apresentaram cmefie de similaridade alta > 0,9. Estes
resultados sugerem que a persisténcia da cepa sg#or responsavel pelas recaidas dos pacientes,
mais do que a reinfeccdo por uma nova cepa. NoilBrisslados seriais dé&. neoformans
recuperados em diferentes intervalos de tempo ééande sitios diferentes (sangue e liquor),
foram analisados por PCiigerprinting e RAPD, para verificar se ocorre persisténcia ou
reinfeccdo por uma nova cepa e se ocorre coinfepo@iaduas cepas diferentes. Os resultados
sugeriram que a persisténcia da cepa € a maiooredypel pelos relapsos e que em alguns casos,
podem ocorrer coinfecgdo por cepas diferentes (ARE& al., 2004). A identificacdo de pequenas
mudancas no perfil genético € de grande importapcs pode ser indicativo de microevolucgéo,
gue por sua vez, pode traduzir em mudancas feoasipgomo, por exemplo, na viruléncia, na
resisténcia a antifingicos ou na alteracéo a résposine do hospedeiro (JAIN et al., 2005). Fries
e Casadevall (1998), comparando isolados sequengise apresentaram mudanca no perfil de
cariotipo, verificaram diferengas na viruléncia anmimais de laboratério, bem como, na capacidade
de crescimento a 37°C e na producdo da capsulauim, uma cepa padrdao, mantidavitro por
longo periodo de tempo em seis laboratérios difesgrda mesma forma, apresentaram diferencas
nos perfis de cariétipo associados as mudancaguléncia, na morfologia colonial, na producéo
de capsula, na melanizacdo e na producdo de psésirextracelulares (FRANZOT et al., 1998).
Mais recentemente, Jain et al. (2005) pelas tésnita cariotipagem eletroforética e RFLP e
Almeida et al., (2006) por cariotipagem e RAPD jfiearam entre isolados sequenciais, evidéncias
de microevolugdo associados a diminui¢cdo da sdidsithe a antifingicos e também de coinfeccao
por duas cepas diferentes.

A meningite criptocécica € a forma clinica mais come a mais importante da doenca,
apresentando alto indice de letalidade, se tratadeamente (CASADEVALL e PERFECT, 1998).

O tratamento dos pacientes HIV+ com a terapia etmiviral provocou uma queda no indice de
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criptococose, no entanto, a doenca pode se mamifesesmo durante este tratamento e o
prognostico continua a ser desfavoravel (DROMERilgt2004; FRIEDMAN et al., 2005). O
tratamento de escolha para esta infec¢do, comgiderapia priméria com anfotericina B conjugada
ou nado a 5-fluorocitosina, seguida de manutencéo faaonazol por tempos prolongados (SAAG
et al., 2000). Entretanto, a taxa de letalidaddicoa consideravelmente alta, em torno de 9,4%
(VAN Der HOST et al., 1997). Por outro lado, taxdiss de persisténcia e frequentes recidivas da
doenca tém causado uma preocupac¢do crescenteosnttenicos a respeito do potencial para o
surgimento de cepas resistentes aos antifungideR@et al., 1998; BRANDT et al., 1996). Em
vista disto, pretendeu-se determinar os perfis a@tsibilidade a quatro drogas antifingicas por
métodos padronizados de microdiluicdo (CLSI) p@td27A-2. Valores de CIM relativamente
altos foram encontrados entre os isolados cliniestdos neste estudo, provenientes do Estado de
Sé&o Paulo e Rio de Janeiro, podendo ser verifipatlas percentuais de isolados, com perfis de
sensibilidade dose-dependente (azéis) e intermesiafs-fluorocitosina). Além disso, um
percentual significativo de isolados com CIM 1ug/mL para anfotericina B foi encontrado
(18,9%), no entanto, o ponto de corte para estgadainda ndo foi estabelecido. Trabalhos
anteriores tém considerado o ponto de cerdag/mL como o de isolados resistentes (NGUYEN e
YU, 1998; LOZANO-CHIU et al., 1998; PFALLER et akP05b). Assim, se levarmos em conta
apenas aqueles isolados que apresentaram=>QMy/mL, tivemos em nosso trabalho, apenas um
(1) isolado resistente (0,9% - paciente 22, isol@8p concordando com o trabalho realizado por
Pfaller et al. (2005b), em que analisaram 181ladmd clinicos provenientes de cinco regides
globais no periodo de 1990 a 2004 e verificarammeros de 1% dos isolados, foram resistentes a
fluconazol & 64ug/mL) e anfotericina BX 2ug/mL). Por outro lado, a prevaléncia de isolados
resistentes a 5-fluorocitosina observado nestaltnali30,2%), foi discordante do trabalho anterior,
porém concordante aos trabalhos de Pappalardo(@98B) e Pedroso et al. (2006). Recentemente,
16 isolados ambientais d€. neoformans17 de C. albidus, 14 de C. laurentii, e 3 deC.
uniguttulatus obtidos na regido de Ribeirdo Preto, foram astaBacom as mesmas quatro drogas
testadas neste trabalho, sendo que a 5-fluorawétoBi a que apresentou maior indice de
resisténcia, independente da espécie avaliada (PEORet al., 2006). Quanto aos azb6is, muitos
estudos apontam que a maioria dos isolados hunm@dm@s neoformanse suscetivein vitro ao
fluconazol e ao itraconazol (DATTA et al., 2003; FPALARDO e MELHEM, 2003;
KOBAYASHI et al., 2005; SOUZA et a., 2005; PFALLER al., 2005; TAY et al., 2006). Na
india, 84,1% e 93,2% dos 44 isolados obtidos narGate Ciéncias Médicas foram sensiveis ao
fluconazol e itraconazol, respectivamente (DATTAaét 2003). Tay et al., (2006) na Malasia,
determinaram a CIM por e-test para cinco drogadofaricina B, fluconazol, itraconazol,

cetoconazol e 5-fluorocitosina) em 48 isolados @3Meoformang 18C. gatti). Nenhum isolado
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foi resistente a anfotericina B e cetoconazol, pea® 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol,
foram encontrados resisténcia em 4 (8.3%), 2 (4.8%) isolado (2.1%), respectivamente. No
Brasil, de acordo com Pappalardo (2003), a maidos isolados séo sensiveis a fluconazol e
itraconazol, por outro lado, o indice de resisi&nai 5-fluorocitosina pode atingir até 50%.
Kobayashi et al. (2005) testaram a sensibilidadafatericina B, itraconazol e fluconazol em 36
isolados ambientais dé. neoformans n&do encontraram nenhuma cepa resistente. Sowa e
(2005), da mesma forma, ndo encontraram resisténtia os 110 isolados testados (70 clinicos e
40 ambientais) com anfotericina B, itraconazol,cdltbazol e ravuconazol, entretanto, foram
observadas CIMs maiores entre os isolados clirdioagparado aos ambientais. Em nosso estudo,
apenas o paciente 3 do Rio de Janeiro apresent@gad@ significativa de CIM para fluconazol de
2 para 64ug/mL, dentre os 27 pacientes com isolados seqlismeate estudo. Todos os isolados
pertenciam ao mesmo tipo molecular, sugerindo @uae per ocorrido adaptagéo da cepa durante a
terapia, resultando em aumento da resisténcia gadimmo ja relatado em trabalhos anteriores
(FRIESE et al., 2001; RODERO et al., 2003). A epia#ogia deC. neoformans® bastante
complexa e tem sido amplamente estudada no muteicoiado a sua importancia como um dos
principais patdgenos associados a pacientes imommoonetidos. No Brasil, a populacdo de
pessoas HIVé grande (>300.000), entretanto, os dados epidégitais sobre a criptococose e seu
agente etioldgico, associada a este grupo de pessimgla S840 escassos e insuficientes. Assim,
cremos que neste estudo trouxemos informacgdes tampes sobre a epidemiologia d&
neoformansenriquecendo os dados epidemiolégicos nacioné&teates.

Mais recentemente, varios fatores de virulénciarfordentificados como importantes para
a patogenia deC. neoformans dentre estes, os trés mais estudados sdo a dagpacde
crescimento a 3T, a producdo de melanina e a capsula polissacaridiém demating type
enzimas e moléculas de sinalizacdo celular (CASABHYe PERFECT, 1998; IDNURM et al.,
2005).C. neforman# levedura de distribuicdo ubiquitéria com grarejgacidade de adaptacdo. A
exposicao aos esporos ou células com pouca cdpsalaa um quadro de infeccdo que pode ser
assintomatico e rapidamente curado ou permandestdano pulméo por longo periodo de tempo
na forma de granuloma. Em pacientes imunocomprdogtio fungo pode disseminar dos
pulmdes para outros érgaos, atingindo principalment sistema nervoso central causando a
meningoencefalite que é fatal se ndo tratada (IDMUR al., 2005). Por outro lado, a forma
pulmonar é pouco descrita e esta fase pode sempeercebida e mesmo ndo diagnosticada.
Portanto, o estudo dos provaveis genes envolvidwante a infeccdo pulmonar é de grande
importancia para compreender 0os mecanismos deagder iniciais entre a levedura e o
hospedeiro. A meningite criptocOccica ainda € moldtica neste grupo de pessoas e esta

identificacdo podera redundar em novas abordagears ircunscrever 0 processo de
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disseminacdo. A técnica de RDA foi empregada nestado, buscando caracterizar cDNA
diferencialmente expressos durante a infecca®.daeoformansapds recuperacdo da cepa de
tecido pulmonar. Esta metodologia foi empregada sooesso para estudar a interacdo parasito-
hospedeiro em outros fungos colaracoccidioides brasiliensi@@AILAO et al., 2006), mas em

C. neoformansaté o momento, ndo temos conhecimento de traballpom, enfocando esta
interacéo inicial. Neste estudo, oito transcritmain identificados na condi¢cdo de infeccéo, sendo
gue quatro delas apresentaram maior redundanarssftortador de zinco, transportador de célcio,
chaperona e piruvato decarboxilase).

O zinco é importante nutriente que, embora em pequgiantidade, é necessario para a
proliferagéo celular (LULLOFF et al., 2004). Portrmulado, a disponibilidade deste nutriente em
condicdo de infecgcdo, é grandemente diminuida p@o ae neutréfilos que apresentam em seu
citoplasma, uma proteina com atividade antimicrudigue se liga ao zinco, privando a sua
utilizacdo pelo microorganismo (MAMBULA et al., 2B0LULLOFF et al., 2004). Steen et al.
(2003), utilizando a técnica de SAGBefial Analysis of Gene Expressiopara caracterizar
expressdo de genes @e neoformansecuperados do sistema nervoso central de coelboBcou
expressdo aumentada de transportadores de zingerirglo um papel importante para a sua
sobrevivéncia no hospedeiro. O transporte de metais como, ferro, cobre e zinco, sao
importantes para a fungdo de muitas proteinas,gbessestabilizam a estrutura protéica e facilitam
as reag0Oes de oxireducdo (RADISKY e KAPLAN, 199®)ste sentido, embora, em nosso estudo,
nao tenhamos encontrado nehuma enzima relacionadietoxificacdo celular, é possivel que
indiretamente, a expressdo aumentada de transportid zinco, seja reflexo, de uma maior
necessidade de enzimas que eliminem espécies agalir oxigénio, tais como a superoxido
dismutase citosélica que € uma enzima Cu/Zn depémdeportante para detoxificacdo da célula
durante o metabolismo oxidativo éuarstrespiratorio na resposta imune e ainda consideraam
um fator de viruléncia em potencial (COX et al.)20NARASIPURA et al., 2003; NARASIPURA
et al., 2005; DIAS et al., 2006).

Outro transportador encontrado em nosso estudapresentou alta redundancia foi o de
calcio. Assim como o transportador de zinco, é ipessue outras moléculas dependentes de calcio
estejam envolvidas, como por expemplo, a calcinauque é uma fosfatase ativada por
Ca’/calmodulina. Varios estudos tém demonstrado gagvilade de calcineurina e o influxo de
céalcio na célula sédo interrelacionados e rigoros@eneontrolados para que possam exercer suas
funcdes na adaptacdo do fungo frente a mudancambiente, na regulacdo da morfogénese e na
patogenia (FOX e HEITMAN, 2002). E@. neoformansa enzima parece ter papel fundamental
para o crescimento a %7, para a filamentacdo e para a viruléncia em dsima laboratério
(ODOM et al., 1997; CRUZ et al., 2000; FOX et ab01; CRUZ et al., 2001; FOX et al., 2003;
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KRAUS e HEITMAN, 2003; KRAUS et al., 2005). Krausa&. (2003), verificaram que cepas que
tiveram a atividade da calcineurina rompida (pottag@io ou por uso de inibidor), apresentaram
mudancgas na expressao de genes envolvidos emnbésesde parede, sugerindo papel importante
da calcineurina para manutencao da integridadeudalp celular.

Outra proteina com alta redundancia encontrada essontrabalho, foi o regulador de
chaperona (=heat shock protejnque regula a atividade de um grupo de protehieet schock
protein (HSP) com massa molecular em torno de 70KDa. As BEPproduzidas pelas proprias
células em resposta a condicbes de estresse, ipelond sobrevivéncia do microrganismo em
ambientes ou em situagcdes hostis (GARRIDO et 8012 PARCELLIER et al., 2003). Estas ,
coordenam o armazenamento e liberacéo de proteinegradacdo de proteinas instaveis, auxiliam
na prevencao de agregacdo protéica e também repord@ interno das mesmas (STEEN et al.,
2003). EmC. neformansas HSP70 parecem ser altamente imunogénicas yY&adeal., 1999;
Burnier et al., 2006). Kakeya et al. (1997 e 198®glisando a resposta imune em murinos e em
humanos com criptococose pulmonar, verificaram gsieHSP70 eram os principais alvos da
resposta humoral. Steen et al. (2003), avaliandapaessdo de genes em coelhos com meningite
criptococica, também verificaram regulacdo aumentdel HSP70. Um fato interessante é que, ao
contrario do teste vivo, in vitro ndo houve expressdo aumentada quando cultivad®X B8ao so
da HSP70, mas também das HSP60 e HSP90 (STEEN 20@2), sugerindo a existéncia de outros
fatores de estresse que estimulem uma maior tresalestes genes. Ainda no mesmo trabalho,
foi verificado que outro fator poderia ser a préagde ferro que ocorre durante a infeccdo no
hospedeiro. Esta privacdo pode, por sua vez, seltaate da acdo de neutréfilos num mecanismo
de agcao semelhante ao da privagédo de zinco (LULLERI, 2004).

Por fim, foi encontrada alta redundancia para anempiruvato decarboxilase, cuja fungéo
esta relacionada ao metabolismo de carboidratosC Emeoformansespecificamente, esta enzima
faz parte da via de neoglicogénese, produzindolf2fédroxietil) tiamina difosfato (= 2-
hidroxietil-ThPP) e acetaldeido (anexo 4). A expé@saumentada de piruvato decarboxilase vem
sendo relatada, ndo s6 em condicdo de infeccadstoasge, mas também em condic¢des ideais de
crescimento (STEEN et al.,, 2002 e 2003; LIAN et 2005). O fato dos produtos 2-hidroxietil-
ThPP e acetaldeido serem, por sua vez, substrai@s ypma ampla variedade de enzimas
pertencentes a outras vias metabdlicas, explicama parte esta questdo, porém maiores
investigacfes sdo necessarias para se estabelenemnais exatiddo, quais fatores estimulam a
expressdo deste gene. Ao contrario de trabalhtizagas por Dutra et al., 2004, por Baildo et al.
(2006) e recentemente por Baeza (2006), nestdhmb@ encontrada uma variabilidade menor de
proteinas (oito tipo de proteinas), apés a pesquisébanco de dados (BLASTX). Este fato

inesperado pode ter ocorrido devido a passagenepa @ecuperada do pulmao) pelo meio de
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cultura ou talvez pelo numero relativamente bairosdqiéncias analisadas. A interacdo fungo-
hospedeiro durante a infecgdo criptocdccica é mwmeente complexa e ainda néo foi
suficientemente explorada. Neste sentido, os dabiiidos neste trabalho podem contribuir para um

melhor entendimento desta interacao.
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6. CONCLUSOES
. A maioria dos isolados (104/106 = 98,1%) foi idgctido por PCR com&. neoformans
var. grubii.
. A técnica de RAPD com o iniciador 6 foi mais disunatoria do que o PCRagerprinting
com (GACA),.
. O tipo molecular VNI C. neoformanar. grubii, sorotipo A) foi 0 mais prevalente entre os
isolados (91,5%), seguido do VNII (6,6%) e VGII9%), identificados por PCR-RFLP do
gene PLB1 e PCRngerprintingcom (GACA).
. O tipo sexual MAT foi 100% prevalente entre os isolados estudados.
. Os azoéis foram eficazes contra os isolado€ daeoformansApenas dois isolados foram
resistentes (um para fluconazol e um para itracdpaz
. 5-fluorocitosina, ao contrario dos azoéis, mostroenor atividade com alta prevaléncia de
isolados intermediarios e resistentes.
. Numero expressivo de isolados (20 isolados) com €IMug/mL a anfotericina B foi
observado.
. Houve diferencas significativas dos perfis de d@ldade a 5-fluorocitosina e anfotericina
B entre os Estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro.
. Foi observada transcricdo aumentada de genesyelossnte, relacionados aos fatores de
viruléncia ou a mecanismos de sobrevivéncia nodaep (transportadores de calcio e de

zinco).

10. Transcricdo aumentada foi também observada em gelaesonados a estresse (chaperona),

bem como, a neoglicogénense.
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Protocolo CEP/FCF/CAr. n® 29/2005 — Animais em Pesquisa
Interessado: MARCELO TERUYUKI MATSUMOTO
Orientador: Profa. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini
Projeto: Tipagem molecular, perfis de suscetibilidade e caracterizagao
de cDNA diferencialmente expressos durante a infecgao de

Cryptococcus neoformans

Parecer n° 34/2005 — Comité de Etica em Pesquisa

O Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, considera o
protocolo para uso de animais na pesquisa: “Tipagem molecular, perfis de
suscetibilidade e caracterizagdo de cDNA diferencialmente expressos durante a
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GENOTYPING, SEROTYPING AND DETERMINATION OF MATING- TYPE OF
Cryptococcus neoformai@LINICAL ISOLATES FROM SAO PAULO STATE, BRAZIL
Marcelo Teruyuki MATSUMOTO (1), Ana Marisa FUSCO-ALMEIDA (1), Lilian Cristiane
BAEZA (1), Marcia de Souza Carvalho MELHEM (2) & Maria José Soares MENDES-
GIANNINI (1)

SUMMARY

The basidiomycetous yea$iryptococcus neoformans an important fungal pathogen
mainly in immunocompromised patients. In this studly clinical isolates of Cneoformandrom
regions of S&o Paulo State were studiealogically by using the Crypto Check latron RBMXK
kit, their genetic diversity was estimated by PQfRyérprinting with a microsatellite-specific
sequence (GACA) RAPD with primer 6 (Amersham Pharmacia BiotecRCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis of pi@spholipase B gene (PLB1) digested with
Aval and mating type analysis by PCR. All 47 straingaisal from HIV positive patients included
in this study were serotype A and MATThe majority of the isolates (45/47) were VNI aly
two were VNIl by PCR-fingerprinting and PCR-RFLPadysis. High degree of homogeneity was
observed when (GACA)was used with the almost all isolates being higidyrelated ¥0.9). In
contrast, the RAPD analysis showed more heterogsnetth more number of molecular profiles.
By PCR-RFLP, none new molecular type was foundaeoimg the suggestion that the differences
based on conserved gene as PLB1, can be resuftangoing divergent evolution within th@.
neoformanscomplex, into the current eight subtypes. Our ltesurnish new information on the

molecular epidemiology d. neoforman the southeast region of Brazil.
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INTRODUCTION

Cryptococcus neoformanss an encapsulated yeast agent of human and animal
cryptococcosi®*! This opportunistic fungal pathogen has a worldwidistribution and is
responsible for life-threatening infections of tbentral nervous system, mainly in patients with
AIDS'™* Two distinct species have been recognifzcheoformansvith two varieties, vargrubii
(serotype A), varneoformang(serotype D) and the hybrid serotype AD dddgattii, including
serotypes B and &%

Human infection is acquired by inhalation of infeas propagules such as desiccated yeast
cells or maybe basidiospores from environment sstiit>* C. neoformands a heterothallic
basidiomycete that exists as two mating tymesnd a, being determined by single locus MAT,
with two alleled® . One of the most interesting featuresCofeoformanss the imbalance between
mating-types prevalence in the environmental a3 ageklinical isolates. Almost all isolates have
been found to be mating-type?’. However, some rare isolates identified as MATare
considered to be occasional diploid or aneuplaiairss>>*

Most infections, in immunocompromised hosts, atesed byC. neoformansar. grubiit*>°
In contrastC. neoformanwar. gattii generally affects immunocompetent h8tShe incidence of
cryptococcosis varies according to the populatibe,region and the period studied. In Brazil, from
1980 to 2002, 215,810 AIDS patients were registeaetbng whom 6% had cryptococcosis at the
time of diagnosiSand S&o Paulo is the state with the highest ratki® disease. The majority of
the brazilian clinical and environmental isolates/dé shown to be serotype A with exception in
north and northeastern regions where the serotyipeeBdemit**4

Epidemiological studies on cryptococcosis are dsdeto understand the biology of this
fungus so as to improved current therapy againstitiiection. Several molecular typing methods
have been used in epidemiological analyses of calineand/or environmental isolates &f.
neoformans,including karyotyping, PCR fingerprinting, randoamplified polymorphic DNA
(RAPD), restriction fragment length polymorphism HEP) and amplified fragment length
polymorphism (AFLPY’81012.162226371455CR fingerprinting using mini (M13) or microsaditel
[(GACA),4] specific sequences as single primers and RFLB{PAnd URA5 genes) methods have
grouped global isolates o€. neoformansinto eight major molecular typ&s’3 Likely,
BOEKHOUT et al. using AFLP analysis grouped into six major AFLRup$. FRANZOT et al
using CNRE-1 RFLP analysis and URA5 sequencingddow genetic diversity among Brazilian
isolates® conversely, HORT et al have found great differences in RAPD profife©n the other
hand, ALMEIDA et al showed the presence of 22 EK and 15 RAPD profikes were highly

related.
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Phospholipases are found in a wide rangerghnisms, including both pathogenic and
nonpathogenic speciesf yeasts and moul@$3*%* The phospholipase BPB1) gene ofC.
neoformanshas been described as important virulence factom imouse and rabbit and as
interesting target for molecular typing 6f neoformansia PCR-RFLRanalysi$>®2 However until
the present moment, there are not available datatathe molecular epidemiology of.
neoformansising PLB1-RFLP method in Brazil.

Even thoughC. neoformanss a leading cause of life-threatening mycotic atifen among
AIDS patients in Brazil, a small amount of worksvlastudied this molecular epidemiology. In
light of this, we analyzed clinical isolates of 2oformangrom several regions of Sdo Paulo State
to evaluate serotypes, genetic variability usindRHtgerprinting with (GACA) oligonucleotide,
RAPD with primer 6, PLB1-RFLP and mating type as&yy PCR.

MATERIAL AND METHODS
Fungal isolates

Forty-seven strains o€. neoformanswere isolated at intervals; from thirty-five AIDS
patients from S&o José do Rio Preto, Santos, Amaragand Ribeirdo Preto, from various
geographic areas of Sao Paulo state, Brazil, dutwegpre-highly active antiretroviral therapy
(HAART) period. These isolates were maintainedhi@ CultureCollection of the Instituto Adolfo
Lutz laboratory, a Public Health National Referef@enter, located in six different cities in Sao
Paulo State. Th€. neoformansultures were grown at 30°C on Sabouraud dextemgse with
chloramphenicol. The isolates were identified bynantional methods to genus, species and
variety. Serotyping was performed by slide agghition (Crypto Check latron kit, Tokyo, Japan),

following the manufacturer's instructions.

DNA isolation

Genomic DNA was extracted and purified by a sligiddification of the method of DEL
SAL et al'’. Briefly, C. neoformanssolates were grown on Sabouraud’s dextrose agz0°& for
48 hours and two loopfuls of cells from the cultwere suspended in YEPD medium with 2.9%
NaCl and then incubated at 30°C overnight. Celleeviwarvested and suspended in CES (20mmol |
! sodium citrate; 50 mmol*l EDTA pH 8.0; 0.9 mol T sorbitol) containing Novozym 234
(NovoNordisk, fromTrichodermaharzianum Denmark). The suspension was incubated at 37°C fo
3 hours, and spheroplasts were collected by cagaifon. DNA was isolated by lysing the
spheroplasts in TEN buffer with 1% SDS (1 miblTrris-base; 0.5 moiEDTA; 1 mol I* NaCl; 1%
SDS). Chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was theded] shaken and centrifuged for 13 minutes at

12000rpm and the aqueous phase was transferred newatube. To precipitate the DNA,
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isopropanol (1:1) was added and incubated atG-26r 30 minutes. The DNA pellet was washed
with 70% ethanol, centrifuged and air-dried. Fipathe DNA was resuspended in 80TE (40
mmol * Tris-base, 2 mmoli EDTA).

RAPD and PCR-fingerprinting

Oligonucleotides of the microsatellite-specific sence (GACA) were used as single
primers in the PCR, as described by MEY&Ral*®. The amplification reactions were performed in
a volume of 2fl, using the Ready-to-Go RAPD Kit according to thanufacturer’s instructions.
PCR was performed for 35 cycles in a Perkin-Elmeermal cycler (modeGeneAmp PCR System
9700, each consisting of with 20 seconds of denatomagit 94°C, 1 minute annealing at 50°C, and
20 seconds extension at 72°C, followed by a findlemsion cycle for 6 minutes at 72°C.
Amplification products were separated by electraphis on 2% agarose gels in 1X TBE buffer
(Tris-borate-EDTA) at 150V for 2.5 hours, stainedhwethidium bromide and then visualized
under UV light.

The RAPD analysis was carried out using primer (S6%CCCGTCAGCA-3’; Amersham
Pharmacia Biotech) in a volume of 25 using the Ready-to-Go RAPD Kit according to the
manufacturer’s instructions. The following cyclend@tions were used: initial denaturation at 95°C
for 5 minutes, followed by 45 cycles of denaturatad 95°C for 1 minute, annealing at 36°C for 1
minute and amplification at 72°C for 2 minutes, andinal extension at 72°C for 10 minutes.
Amplification products were separated by electropbis, on 2% agarose gels in 1X TBE buffer at
150V for 2.5 hours and stained with ethidium broengehd then visualized under UV light.

PCR-RFLP analysis of the PLB1 gene.

The PLB1 fragment was amplified by PCR, in a fimalume of 5@, digested withAval in
accordance with LATOUCHEt al** and was separated by electrophoresis on 3% aggebsat
100V for 5.5 hours.

Determination of mating type.

Mating type was established by PCR using two pripaers, specific for mating-type and
a, in accordance with CHATURVED¢t al'®. Initial denaturation was done at 95°C for 3 minutes,
followed by 30 cycle®f denaturation at 94°C for 1 minute, annealingp@ats°C for 1 minute,
amplification at 72°C for 1 minute, and a final @xsion at 72°C fof minutes, in &eneAmp PCR
System 970(Perkin-Elmer). Amplification products were sepada by electrophoresis on 2%
agarose gels in 1X TBE buffer at 120V for 2 houtaired with ethidium bromide and then
visualized under UV light.
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Reference strains

The following C. neoformanstandard reference strains representing each mmjtacular
type were used in PCR fingerprinting and PCR-RRAMRI148 (VNI - serotype A), WM626 (VNII
- serotype A), WM628 (VNIII - serotype AD), WM62%/NIV - serotype D), WM179 (VGI -
serotype B), WM178 (VGII - serotype B), WM161 (VGiiserotype B), WM779 (VGIV - serotype
C)*.

The C. neoformanstrains ATCC 28957 (serotype D, M&Y and ATCC 28958 (serotype

D, MATa) were used as positive control for determinatibmating type by PCR.

Statistical Analysis

The computer software GelCompar Il (Applied MatWsysion 2.0, Belgium) was used to
determine the genetic relatedness of the isol&ieslarity coefficients were calculated by using th
Dice Algorithm and cluster analysis was performgdthe UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Averages) tree method.

RESULTS

Fungal isolates

A total of 47 cryptococcal isolates from four S&aul® State districts were recovered from
35 HIV-positive patients, among whom nine (25%) Inaate than one sample taken at the time of
diagnosis and during the treatment and 27 (75%yVyiged single samples. All isolates were

identified asC. neoformans var gruhiserotype A.

Determination of Mating Type by PCR

The MATa and MATa specific primers pair was used to amplify specffisgments of
101bp and 117bp, respectively. Epidemiological ysial of the mating type showed 100%

prevalence of MA@ in all four regions (Figure 1).

PLB1-RFLP, PCR-fingerprinting and RAPD analysis.

The PLB1-RFLP and (GACA)PCR fingerprinting analysis were carried out tpagate the
strains ofC. neoformanito eight major molecular types (Figure 2A).

The RFLP profiles generated showed prevalence of98545/47) of the molecular type
VNI and only two VNII (4.3%) (Figure 2B).
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Random primer 6 and a single primer specific toragatellite repeats (GACAWwere used
to amplify DNA polymorphisms within the cryptocoé¢cgenome. RAPD profiles and PCR
fingerprinting types were assigned according to rttegor bands. For both (GACA®nd random
primer 6, all visible and well-defined bands idéet visually and confirmed by the software were
included in the analysis (Fig. 2B). Similarity deagram analysis obtained with (GACAShowed
a high overall homogeneity among the 47 isolatesfiSdo Paulo State. The mean coefficient
similarity value of the strains was 0.980.04. Two major groups were formed. The group I,
correspondingC. neoformanar. grubii (VNI type strains), was clustered 45 isolates (99.T
three profiles with similarity around 0.94. The ged minor group (ll) with only two VNII type
strains was formed showing correlation of 0.84 witle VNI group (Fig. 3). In contrast, the
dendrogram based on RAPD profiles with primer éwstb more heterogeneous profile. The mean
coefficient similarity of the strains was 0.840.15. A total of 14 profiles were distributed hrde
major groups that showed similarity around 0.55e Ghoup | had approximately 0.8 of similarity
and clustered 41 strains (87.2%) in 11 profilesmallecular type VNI. The two strains VNIl were
grouped in a distinct cluster (group Il) as obtdingth (GACA), showing correlation around 0.7
with the group I. Finally, the group Il containirfigur isolates and two profiles included strains
from Santos and Araraquara districts that had 18@%@arity with PCR fingerprinting but when
compared with RAPD showed a low similarity coe#fii (< 0.6) with the other two groups (Fig.
4).

DISCUSSION

The epidemiology o€. neoformangomplexhas been extensively explored worldwide but
in Brazil, specially in Sdo Paulo State, the datamwlecular epidemiology remain scarce and more
information would helpful to elucidate the distritun of the major molecular types among
brazilian isolates. The genetic structureGfneoformanss very complex and the employment of
new primers in RAPD, as well as other moleculaigosuch as theCR-RFLP method based on
PLB1 gene in this work, are interesting and impdrfar elucidate your epidemiology. All isolates
included in this study were recovered from HIV-piosi patients and identified &. neoformans
var grubii, serotype A. This finding is consistent with pi@w studies showing that the majority of
the cases of cryptococcosis in immunocompromisetishaainly patients with AIDS, in Brazil as
well as worldwide, are caused by serotyp& &*°*! NISHIKAWA et al serotyped 467C.
neoformansisolates from clinical and environmental sourcesBrazil. Serotype A was more
prevalence mainly in southern and southeast regitile the serotype B was predominant in north
and northeastern regitn
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Several typing approaches have been used in eptteayital studies to characterize and
investigate the genetic structure@fneoformanssolates. AllC. neoformanssolates were grouped
into one major molecular type VNI (vagrubii, serotype A) with (GACA}PCR fingerprinting and
confirmed by PLB1-RFLP, with exception of two straithat were identified as VNII, from Santos
district. Our results are similar to previous sasdthat found VNI type strains as the commonest
molecular type. An IberoAmerican study performedhwstrains from nine countries including
Brazil showed prevalence of VNI among 3@0 neoformansstrains. Specifically, 66 Brazilian
strains were included revealing only three moleciyges being VNI more predominant with
82.3% followed by VGII (13.6%) and VNII (3.0 #) CASALI et al, in an important survey of
Brazilian cryptococcal isolates from the southezgion of the country, investigated 105 clinical
and 19 environmental isolates and also verifiedred@minance ofC. neoformansvar. grubii
molecular type VNF. Although with low number of strains, the RAPD bysis showed notable
heterogeneity. While the (GACA)PCR fingerprinting yielded four profiles distrileat in two
major groups with mean similarity value of 0.88.04, the primer 6 RAPD yielded 14 profiles in
three major groups with mean similarity of 0.840.15 value. Moreover, four isolates that were
high similar with PCR-fingerprinting showed low celation with primer 6. These results can have
occurred because the primer probably hybridizeb \e$s conserved regions of the genomic DNA
generating more polymorphisfasin a previous study, twenty two arbitrary polyame chain
reaction primers were tested in clinical and enwinental isolates from the Brazilian state Rio
Grande do Sul among them eight confirmed the gemmlymorphism®. In another, numerous
distinguishable subtypes were identified amongrstreecovered from AIDS patiefifs

Nine patients investigated in this study had md@ntone sample taken at the time of
diagnosis and during the treatment. Almost all adefsolates showed identical genotypes
independent of the time of isolation. Only one @aitiwith two serial isolates had genotype variety
with primer 6 but not with (GACA) However the value of coefficient similarity wa®.9
suggesting that microevolution probably occurred.

The PCR-RFLP method based on PLB1 gene is of great rigupee because highlights
differences based on partial sequence of a singléemce gene, while PCR-fingerprintingp the
other hand, amplifies mostly noncoding DNA sequsramoss the whole genonié? In our
knowledge, there are not reports evolving Brazisamples using this method. The PLB1-RFLP
was applied associated with PCR-fingerprinting tffecentiate the strains into eight molecular
types previously described as well as verify thegfiue existence of a new molecular subtype. In
the present work, VNI was prevalent in 45/47 isedaf95.7%) while VNIl was 2/47 (4.3%), none
new molecular subtype was found. Our results erdha@nevious data that suggest the differences

based on more conserved genes as PLB1 or URA-5GR-RFLP can be resultant of ongoing
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divergent evolution within th€. neoformangomplex, into the current eight subtypes and mbf o
coincidental’.

Mating typea-specific primer was used here and yielded a 10183 & fragment in all
cases, showing that all. neoformandsolates were MAT, consistently with a previous study
showing that MAT is more frequent than MATa among clinical as wad environmental
isolate$??>?"*2 |Information about the mating-types 6f neoformanstrains is important for an
understanding of their ecology and virulence. K baen reported that MAITis more virulent than
the opposite type MAZ*°. Moreover, in coinfection with both mating typebe MATa strains
more likely disseminate to the central nervousesyist which might explain the prevalence among
the clinical isolate®.

In conclusion, the results obtained in this studg aew information to the available data on

molecular epidemiology df. neoformang the southeast region of Brazil.
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GENOTIPAGEM, SOROTIPAGEM E DETERMINACAO DE MATING-T YPE DE
ISOLADOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformam¥0 ESTADO DE SAO PAULO,
BRASIL

RESUMO

Cryptococcus neoformangertencente a classe dos basidiomicetos, € unoriamte
patdégeno, principalmente em pacientes imunocompidose Neste estudo, 47 isolados clinicos de
C. neoformangsle véarias regides do Estado de Sdo Paulo foralia@wa quanto aos sorotipos e o
mating-type por PCR. A diversidade genética foiiaada por PCR-fingerprinting com a sequéncia
iniciadora especifica para regides microssaté®AA),, RAPD com o iniciador 6 (Amersham
Pharmacia Biotech) e por RFLP do gene PLB1 digez@oAval. Todos os isolados foram obtidos
de pacientes HIV positivos e identificados comoospo A e MATa. A maioria dos isolados
pertenceram ao tipo molecular VNI (45/47) e apetas foram VNII quando analisados por PCR-
fingerprinting e PCR-RFLP. Homogeneidade alta fbtida com o iniciador (GACA) com a
maioria dos isolados apresentando correlacdo alt®)( Os resultados do RAPD, por sua vez,
revelaram maior heterogeneidade com numero maiopetéis moleculares. Por PCR-RFLP,
nenhum tipo molecular novo foi encontrado, realgaaddéia de que em genes conservados como
PLB1, as diferencas podem ser resultantes de @nwei@s evolutivas dentro do complego
neoformans separando os isolados nos oito subtipos molexulg@ estabelecidodNossos
resultados fornecem novas informacdes sobre a repb®ia molecular deC. neoformansa

regido sudeste do Brasil.
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Figure 1. PCR amplification ofC. neoformanssolates for determination of mating type. Lane 1,
molecular weight marker (Gibco 100bp); 2, ATCC 2BYMATa); 3, ATCC 28958 (MAR); 4-7,

clinical isolates; 8, negative control.
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Figure 2.

2A. PCR fingerprinting with primer (GACA)(Al) and PLB1-RFLP withAval (All) patterns ofC.
neoformansLane 1, molecular weight marker; 2-5, molecular types YMNII, VNIII, VNIV; 6-

9, molecular types VGI, VGII, VGIII, VGIV

2B. Representative gel of (GACAPCR fingerprinting (Bl), Primer 6-RAPD (BIl) andLB1-
RFLP (BIll) from clinical isolates ofC. neoformansLane 1, molecular weight marker; 2-4,
clinical isolates 377, 379 and 387 (molecular tyfdd, serotype A); 5-6, clinical isolates 382 and
384 (molecular type VNII, serotype A).

* Molecular weight marker (Gibco 100bp) to the (GAe-PCR fingerprinting (Al and BI) and
Primer 6-RAPD (BII).

Molecular weight marker (Promega 100bp) to the PEFLP (All and BIlIl).
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o
Dice (Opt:2.00%) (Tol 2.5%-2.5%) (H=0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%] ‘\,A.Q
N \’D’ <
. _ . : ¢ § R D & &
[ 1269 31 VNI A RP
_| [} 31 33 VNI A RP
* 482 1 VNI A SJRP
* 541 2 VNI A SJRP
* 540 2 VNI A SJRP
* 481 1 VNI A SJRP
* 13 3 VNI A SJRP
* 98 4 VNI A SJRP
* 49 3 VNI A SJRP
* 221 5 VNI A SJRP
* 222 6 VNI A SJRP
* 18 5 VNI A SJRP
* 14 4 VNI A SJRP
* 62 7 VNI A SJRP
* 67 7 VNI A SJRP
* 66 7 VNI A SJRP
* 379 9 VNI A Santos
* 377 8 VNI A Santos
* 65 6 VNI A SJRP
* 71 12 VNI A Santos
* 72 14 VNI A Santos
| * 175 16 VNI A Santos
* 141 15 VNI A Santos
* 169 13 VNI A Santos
* 196 18 VNI A Santos
* 192 18 VNI A Santos
* 2177 19 VNI A Araraguara
* 1920 21 VNI A Araraguara
* 1950 20 VNI A Araraquara
* 32 17 VNI A Santos
* 387 10 VNI A Santos
* 14 2 VNI A SJRP
1 * 1850 23 VNI A Araraquara
* 1830 23 VNI A Araraquara
* 85 25 VNI A RP
* 110 27 VNI A RP
* 141 24 VNI A RP
* 26 29 VNI A RP
* 142 30 VNI A RP
* 34 35 VNI A RP
* 6 34 VNI A RP
* 11 32 VNI A RP
L % 34 28 VNI A RP
* 1870 22 VNI A Araraquara
— ¢ 35 26 VNI A RP
I @ 38 11 VNI A Santos
O] 384 11 VNIl A Santos

Figure 3. Dendrogram of the PCR-fingerprinting patterns oigdi fromC. neoformangsolates
with primer (GACA),.
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Figure 4. Dendrogram of the RAPD patterns obtained fil@meoformanssolates with primer 6
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8. ANEXOS
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Sequéncia 4 Sequéncia 5 Sequéncia 6

Anexo 1. Perfis representativos de RAPD de cinco isolad®€ dneoformansobtidos com os
iniciadores 1, 2, 3, 4, 5 e 6 do Kit Ready to Gel @ 2%).®* = Marcador de tamanho molecular

100bp (Invitrogen).
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Anexo 2.Esquema de diluicdo das drogas soluveis e insa@mridgua. M27-A2, 2002 — CLSI.

Drogas soluveis em agua (fluconazol e 5-fluorocitios)

Passo | Concentracdo Fonte | Volume + Meio® Concentracgéao Concentracgéao
(ng/mL) (mL) (mL) Intermediaria Final (1:10)
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 10240 Estoque 1,0 7,0 1280 128
2 1280 Passo 1 1,0 1,0 640 64
3 1280 Passo 1 1,0 3,0 320 32
4 320 Passo 3 1,0 1,0 160 16
5 320 Passo 3 0,5 1,5 80 8
6 320 Passo 3 0,5 3,5 40 4
7 40 Passo 6 1,0 1,0 20 2
8 40 Passo 6 0,5 1,5 10 1
9 40 Passo 6 0,5 3,5 5 0,5
10 5 Passo 9 1,0 1,0 2,5 0,25

A concentracdo na placa serd a metade da concamfiaal (1:10), devido a adi¢cdo do inoculo.

Drogas insollveis em agua (anfotericina B e itrac@zol)

Passo| Concentracdo| Fonte | Volume + Meio = Concentracdo = Concentracao
(ng/mL) (mL) (mL) Intermediaria Final (1:100)
(Hg/mL) (Hg/mL)
1 3200 Estoque 3200 32
2 3200 Estoque 0,5 0,5 1600 16
3 3200 Estoque 0,5 15 800
4 3200 Estoque 0,5 3,5 400 4
5 400 Passo 4 0,5 0,5 200 2
6 400 Passo 4 0,5 15 100 1
7 400 Passo 4 0,5 3,5 50 0,5
8 50 Passo 71 0,5 0,5 25 0,25
9 50 Passo 7 0,5 1,5 12,5 0,125
10 50 Passo | 0,5 3,5 6,25 0,0625

* = Dimetil Sulfoxido

A concentracdo na placa sera a metade da concamfiael (1:100), devido a adi¢do do inoculo.



121

Anexo 3A. Valores de CIM (ng/mL) para fluconazol, itracona&efluorocitosina e anfotericina B

de isolado<. neoformanslo Estado de Sao Paulo.

CIMs (pg/mL)

Paciente Isolado Ano Estado| Fluconazol Itraconazol  5-Fluorocitosina Anfotericira B
1 481 95 SP 2 S 0,125 S 4 S 0,0625
1 482 95 SP 4 S 0,125 S 8 I 0,0625
2 540 95 SP 4 S 0,0625 S 4 S 0,125
2 541 95 SP 4 S 0,0625 S 4 S 0,125
2 14 96 SP 8 S 0,0625 S 4 S 0,125
3 13 96 SP 2 S 0,0625 S 4 S 0,0625
3 49 96 SP 8 S 0,0625 S 4 S 0,0625
4 98 96 SP 4 S 0,125 S 16 I 0,5
4 14 96 SP 4 S 0,125 S 16 I 0,5
5 221 96 SP 4 S 0,0625 S I 0,125
5 18 97 SP 4 S 0,0625 S I 0,125
6 222 96 SP 4 S 0,125 S 8 I 0,25
6 65 97 SP 8 S 0,5 SDD 16 I 0,25
7 62 97 SP 4 S 0,0625 S 16 I 0,25
7 66 97 SP 8 S 0,125 S 16 I 0,25
7 67 97 SP 8 S 0,125 S 16 I 0,25
8 377 95 SP 4 S 0,0625 S 2 S 0,0625
9 379 95 SP 4 S 0,0625 S 2 S 0,0313
10 387 95 SP 4 S 0,0625 S 8 I 0,0625
11 382 95 SP 2 S 0,125 S 4 S 0,0625
11 384 95 SP 2 S 0,125 S 8 I 0,0625
12 71 96 SP 4 S 0,25 SDp 4 S 0,0625
13 169 96 SP 4 S 0,5 SDp 4 S 0,0625
14 72 96 SP 2 S 0,25 SDD 8 I 0,25
15 141 96 SP 2 S 0,25 SDD 8 I 0,25
16 175 96 SP 4 S 0,25 SDD 8 I 0,25
17 32 97 SP 4 S 0,25 SDD 8 I 0,25
18 196 96 SP 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5
18 192 96 SP 4 S 0,25 SDD 16 I 0,125
19 2177 99 SP 16 SDO 0,25 SOD 8 I 0,5
20 1950 98 SP 16 SDC 0,25 SDD 8 I 0,25
21 1920 98 SP 16 SDO 0,25 SDOD 8 I 0,5
22 1870 98 SP 32 SDO 0,5 SDD 4 S 1
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23 1850 98 SP 4 S 0,5 SDp 4 S 1

23 1830 97 SP 8 S 0,125 S 8 I 0,5
24 141 96 SP 8 S 0,25 SDD 4 S 0,5
25 85 98 SP 8 S 0,25 SDp 8 I 0,5
26 35 99 SP 4 S 0,25 SDp 4 S 0,5
27 110 98 SP 8 S 0,25 SDp 4 S 0,5
28 34 99 SP 16 SDD 0,25 SDp 8 I 0,5
29 26 98 SP 8 S 0,25 SDp 2 S 1

30 142 96 SP 8 S 0,25 SDpD 8 I 0,5
31 1269 93 SP 16 SDC 0,25 SDOD 8 I 0,5
32 11 98 SP 16 SDD 0,25 SDD 4 S 0,5
33 31 98 SP 16 SDD 0,25 SDpD 8 I 0,5
34 6 99 SP 16 SDD 0,25 SDp 16 I 0,5
35 34 98 SP 16 SDD 0,25 SDp 8 I 0,5

SP = S&o Paulo
S = sensivel )
SDD = sensivel dependente de dogecCritérios de classificacdo estabelecidos pelo CLSI,
| = intermediario ( documento M-27 A2.

R = resistente
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Anexo 3B.Valores de CIM (ug/mL) para fluconazol, itracona&efluorocitosina e anfotericina B

de isolado<£. neoformanslo Estado do Rio de Janeiro.

CIMs (ug/mL)

Paciente Isolado Ano Estado| Fluconazol Itraconazol 5-Fluorocitosina  Anfotericira B
1 4 95 RJ 4 S 0,0313 S 32 R 0,25
1 7 95 RJ 4 S 0,0313 S 32 R 0,125
1 8 95 RJ 8 S 0,0313 S 32 R 0,25
1 9 95 RJ 8 S 0,125 S 32 R 0,5
2 2 95 RJ 8 S 0,5 SDp 64 R 1,0
2 6 95 RJ 16 SDD| 0,0625 S 16 I 1
3 26 96 RJ 16 SDD 0,125 S 32 R 1
3 27 96 RJ 2 S 0,125 S 32 R 1
3 28 96 RJ 16 SDD 0,25 SDD 32 R 1
3 30 96 RJ 64 R 0,125 S 16 I 1
4 33 96 RJ 4 S 0,0625 S 16 I 0,5
4 34 97 RJ 16 SDD 0,125 S 64 R 0,5
5 41 97 RJ S 0,125 S 64 R 0,5
5 42 97 RJ S 0,125 S 64 R 0,5
6 39 97 RJ S 0,0625 S 8 I 0,5
6 40 97 RJ 16 SDD 0,25 SDD 32 R 0,5
7 43 97 RJ 8 S 0,0313 S 32 R 0,25
7 44 97 RJ 4 S 0,0313 S 16 I 0,5
7 45 97 RJ 8 S 0,125 S 16 I 0,5
7 47 97 RJ 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5
8 32 96 RJ 2 S 0,0313 S 32 R 0,5
9 46 97 RJ 8 S 0,125 S 32 R 0,5
9 38 97 RJ 8 S 0,0625 S 32 R 0,5
9 1 95 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5
10 35 97 RJ 2 S 0,125 S 8 I 0,5
11 49 97 RJ 1 S 0,125 S 8 I 0,0313
11 50 97 RJ 8 S 0,0625 S 64 R 0,5
12 52 97 RJ 8 S 0,0625 S 64 R 0,5
12 54 97 RJ 2 S 0,0625 S 32 R 0,125
12 55 97 RJ 2 S 0,0625 S 16 I 0,5
13 60 97 RJ 4 S 0,5 SDD 8 I 0,5
13 61 97 RJ 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5
13 62 97 RJ 8 S 0,25 SqD 8 I 0,5
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14 63 98 RJ 4 S 0,25 SDD 16 0,5
14 64 98 RJ 4 S 05 SDD 16 0,25
15 70 98 RJ 4 S 0,0625 9 64 R 1
15 53 97 RJ 8 S 0,25 SDD 64 0,5
16 71 98 RJ 4 S 0,125 S 64 R 1
16 74 98 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5
16 67 98 RJ 2 S 05 SDD 16 0,5
17 76 98 RJ | 16 SDD 0,125 S 16 [ 0,5
18 80 98 RJ | 05 S 0,25 SDD 64 0,5
18 81 98 RJ 4 S 0,25 SDD 64 0,5
18 82 98 RJ 1 S 0,25 SDD 1

18 83 98 RJ 4 S 0,25 SDD 0,5
18 84 98 RJ 8 S 0,25 SDD 64 1
18 85 98 RJ 8 S 0,125 16 | 0,5
18 86 98 RJ 8 S 0,125 8 | 0,5
19 87 98 RJ | 16 SDD 025 SDD 8 1
20 88 98 RJ 1 S 2 R 16 [

21 89 99 RJ 1 S 0,0313  § 8 | 0,5
22 90 99 RJ 4 S 0,0625  § 32 R 1
22 93 99 RJ 4 S 0,0313  § 16 | 2
22 111 00 R | 4 S 0,125 S 64 R 1
22 112 00 RJ 8 S 0,125 S 64 R 1
22 101 99 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,25
23 103 00 RJ 8 S 0,25 SDD 16 0,5
23 104 00 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5
23 105 00 RJ 8 S 0,25 SDD 16 1

RJ = Rio de Janeiro

S = sensivel

N

SDD = sensivel dependente de doseCritérios de classificacdo estabelecidos pelo CLSI,

| = intermediario > documento M-27 A2.

R = resistente
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