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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE
ASSOCIADA A TUBERCULOSE EM AMOSTRAS DE ESCARRO

PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS MOLECULAR DIAGNOSIS ASSOCIATED
WITH TUBERCULOSIS IN SPUTUM SAMPLES

Lisandra Silvani Massi', Aline Gehlen Dall Bello?,
Pedro Alves d’Azevedo?, Luiz Carlos Severo'?

RESUMO

Introducgao: A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica endémica
causada pelo fungo Paracoccidioides spp. O objetivo deste estudo foi determinar
a associagao entre tuberculose (TB) e PCM em pacientes com exame micolégico
negativo.

Métodos: Estudo prospectivo de diagnostico molecular de amostras de escarro, com
resultado positivo para bacilo alcool acido resistente (BAAR) e negativo no exame
direto e cultivo micoldgico.

Resultados: A aplicagdo de técnicas moleculares resultou em 18,4% de pacientes
coinfectados com PCM e TB.

Concluséo: O conhecimento das diferengas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais
da PCM quando associada a TB é importante para prevenir a disseminagdo da doenga,
complicagdes e o aumento da letalidade.
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ABSTRACT

Introduction: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic endemic mycosis caused by
Paracoccidioides spp. The aim of this study was to determine the association between
tuberculosis (TB) and PCM in patients with negative mycological examination results.

Methods: Prospective study of molecular diagnosis of sputum samples, with positive
results for bacilli resistant acid (BAAR) and negative results on direct examination
and mycological culture.

Results: The application of molecular techniques resulted in 18.4% of patients
co-infected with PCM and TB.

Conclusion: The knowledge of clinical, epidemiological, and laboratory differences
of PCM when associated with TB is important to prevent the spread of disease,
complications, and increased mortality.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; tuberculosis;, molecular diagnosis

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica na
América Latina, causada pelos fungos Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii'.
A infeccao ocorre pela inalacdo de conidios presentes no ar e posterior
deposicao dos propagulos nos pulmdes com subsequente transformacgao
para células leveduriformes?. Dependendo da interagdo do fungo com a
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resposta imunolégica do hospedeiro, a infec¢do pode
evoluir para a cura espontanea ou disseminar-se
pelo organismo causando uma doenga inflamatéria
granulomatosa crénica'?. Afase primaria da infecgao
aparece normalmente em individuos jovens como
uma doenga pulmonar autolimitada e, raramente,
progride para o estado agudo ou subagudo da
infecgdo. Apds um longo periodo de laténcia, uma
infeccao pode ser reativada, originando uma doenga
pulmonar crénica, podendo ou ndo envolver outros
orgaos*?.

A PCM pode estar associada a outras doengas
infecciosas e/ou ndo infecciosas, as quais interferem
diretamente no tratamento e prognéstico da patologia®.
Aassociacao entre tuberculose (TB) e PCM ocorre em
5,5-19%? dos casos e pode ocorrer simultaneamente ou
sequencialmente, ja que uma pode facilitar a reativagao
de um foco quiescente enddgeno da outra ou ainda
facilitar a infeccao recente’. A queda da imunidade
celular é a responsavel pelo desencadeamento de
ambas as doencgas®.

O objetivo deste estudo foi determinar a associagéo
entre TB e PCM em pacientes com exame micoldgico
negativo, utilizando técnicas moleculares e assim
contribuir para prevengao de complicacoes e sequelas
nestes pacientes.

METODOS

Estudo prospectivo, no qual foram incluidas
amostras de escarro provenientes do Hospital
Sanatorio Partenon de Porto Alegre em conjunto
com o Laboratério de Micologia da Irmandade Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA), no
periodo de 2014-2015, positivas para bacilo alcool
acido resistente (BAAR) e negativas no exame
direto e cultivo micolégico para PCM. Algumas
dessas amostras ainda tiveram diagndsticos
complementares de cultivo e/ou teste molecular rapido
para Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT).
Foram incluidas 62 amostras de escarro, sendo que
9 eram de pacientes repetidos, e 1 controle positivo
(CP). O CP é uma amostra proveniente do banco
de cultura do Laboratério de Micologia da ISCMPA.
O presente estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da ISCMPA, parecer
n°521.332 (07/01/2014) e foi dispensada a assinatura
dos pacientes no termo de consentimento, com o
compromisso de manutengédo do anonimato dos
sujeitos da pesquisa.

A extracao do DNA das células presentes nas
amostras de escarro e no CP (suspensdo em agua
livre de DNA e RNA) foi realizada com o kit comercial
Pathogen RNA/DNA MagMax® no equipamento
MagMax™ Express, conforme a seguinte padronizagao:
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(1) preparo da solucao de lise através da adicao de
Carrier RNA (2 uL) a solugéo concentrada de lise/ligagéo
(250 pL), (2) adicdo da solugao de lise (250 L) e
amostra (200 yL) em microtubos contendo esferas
potencializadoras de atrito, (3) homogeneizagao
rigorosa (15 min), (4) centrifugagéo (3 min, 14000 RPM),
(5) preparo da solugao “Bead mix” (20 pL) através
da adicao de esferas ligantes de acidos nucleicos a
solucao Lysis enhancer, (6) preparo da placa com a
solucao “Bead mix”, amostra, isopropanol, solugbes
de lavagem e tampéao eluente, (7) insergéo da placa
no equipamento, e posterior programagéo do mesmo
(protocolo 4462359). Apos esse processo, 0s acidos
nucleicos foram quantificados no equipamento
Nanodrop®, diluidos a uma concentragao de 10 ng/pl
e armazenados a —-20 °C.

O PCR das amostras extraidas foi dividido em duas
reacdes. Na primeira reacao (PCR1), utilizaram-se
iniciadores especificos (primers) para detecgao de
CMT (INS1 5 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 3,
INS2 5 GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3'). Essa
etapa foi realizada para validacdo da extracéo,
sendo o controle interno (Cl) da reagéo de extragao,
visando eliminar falso-negativos na PCR2, que
ocorrem devido a presencga de inibidores da reagéo
de amplificagédo. Areagéo ocorreu em um volume de
50 yL, contendo: 25 yL de GO Taq Master Mix®, 1 L
de cada primer, 2 uL de DNA da amostra extraida e
21 yL de agua livre de DNA. A amplificagdo por PCR
em termociclador se deu em 35 ciclos de 94 °C por
2min, 68 °C por 2 min e 72 °C por 2 min.

O DNA do CP foi submetido a reagdo em cadeia
da polimerase (PCR). Os primers universais,
espacgadores internos transcritos do DNA ribossomal
(ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3 e ITS4
5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), foram utilizados
para amplificagdo. Apds, o produto do PCR foi purificado
com o Kit comercial Wizard® PCR Clean-UP. Essa
amostra foi encaminhada para sequenciamento no
equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer® (Applied
Biosystems). O resultado foi analisado no programa
ClustalW para encontrar a sequéncia contig. A seguir,
foi feito um alinhamento através da ferramenta BLAST
no banco de dados GENBANK, concluindo-se que a
amostra apresenta identidade com o P. brasiliensis
(codigo da sequéncia: dbj|AB038165.1|). Apos, foi
utilizado na PCR2 como controle positivo para PCM.

Asegunda reacéo (PCR2), destinada a pesquisa de
Paracoccidioides spp., foi feita somente nas amostras
positivas da primeira reagao. Os primers utilizados
foram: OliPbmB1F 5 ACCCTTGTCTATTCTACC 3’,
OliPbmB1R 5 TTACTGATTATGATAGGTCTC 3.
Realizou-se em um volume de 50uL contendo: 25uL
de GO Taq Master Mix®, 1 uL de cada primer, 2 yL
de DNA da amostra extraida e 21 pL de agua livre
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de DNA. A amplificacdo por PCR em termociclador
se deu a 96 °C por 5 min, 40 ciclos de 96 °C por
35s, 55 °C por 35s e 72 °C por 35 s, finalizando com
uma extensao de 72° por 7min.

Os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados no fotodocumentador Bio Rad Gel Doc
XR+®, apos eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com Syber Safe®. Os fragmentos da primeira
reagéo de PCR possuem 245pb e os fragmentos da
segunda reacgao, 144pb. Eles foram quantificados
conforme um marcador de peso molecular de 100pb e
analisados por comparagao com um controle positivo.

RESULTADOS

Este estudo padronizou a extragdo de acidos
nucleicos fungicos de amostras de escarro através
do kit comercial Pathogen RNA/DNA MagMax®
no equipamento MagMax™ Express. A eficiéncia
da extracdo foi comprovada pela quantificagao
das moléculas de DNA que variou de 10 ng/ pL a
33,25 ng/uL e avaliagdo da pureza. A aplicagéo dessa
técnica proporcionou a obteng¢do de DNA purificado,
pois a utilizagcdo das particulas magnéticas e o
processamento semiautomatizado favoreceram a lise
das paredes bacterianas e fungicas com remogéao
dos possiveis inibidores de PCR. Das 53 amostras
com DNA extraido, quatro foram negativas no PCR1
e foram excluidas do estudo porque nédo tem como
definir se foi negativa porque havia inibidores da PCR
ou porque nao houve o rompimento da parede celular

245pb
200pb

100pb

do CMT, que possui estrutura rigida e complexa,
constituida de acidos micolicos.

Dessas 49 amostras restantes, a idade média de
todos os pacientes foi de 45 anos (25-75 anos), com
predominio do género masculino (96%). As condi¢cdes
associadas de todos os pacientes incluidos no trabalho
s80: 16% (8/49) populacao prisional, 14% (7/49) HIV,
10% (5/49) diabéticos, 8% (4/49) moradores de rua,
2% (1/49) indigenas, 2% (1/49) usuarios de droga,
2% (1/49) profissionais da saude e 46% (22/49)
nao tinham informacgdes cadastradas no sistema da
Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do
Sul (RS). A pesquisa de resisténcia a rifampicina foi
realizada em 37% (18/49) das amostras, apresentando
1 caso de resisténcia. Na PCR2, 13 amostras foram
positivas (figura 1), sendo que dessas, 4 eram
de pacientes repetidos, correspondendo entdo a
18,4% de pacientes coinfectados. Esses individuos
apresentaram idade média de 36,1 anos e todos sao
do género masculino (tabela 1).

DISCUSSAO

No Brasil, as taxas de TB sao extremamente altas,
chegando, a cada ano, a aproximadamente 70 mil
casos novos notificados e ocorrendo 4,6 mil mortes
em decorréncia da doencga®. No Estado do RS, a
incidéncia é de 42,4 casos por 100 mil habitantes,
sendo que o0 municipio de Porto Alegre apresenta
coeficiente de incidéncia de 99,3 casos por 100 mil
habitantes e 3 mortes a cada 100 mil habitantes®.
A incidéncia de coinfeccdo com TB e PCM ja esta

Figura 1: Ensaio de PCR revelando os fragmentos de pb no DNA de CMT.
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bem descrita na literatura’, como encontrado neste
estudo (18,4%). Todos os pacientes avaliados no
presente trabalho pertencem a grupos em situacéo
de risco, pois sdo moradores de rua, dependentes
quimicos e privados de liberdade. Devido a alta
incidéncia de TB no RS, o diagnéstico de PCM tem
menor énfase.

A PCM pulmonar crbnica ocorre através da
reativagdo de uma lesao quiescente em adultos entre
30-50 anos, com historico de atividade relacionada
ao solo, acometendo mais homens que mulheres
(proporgdo de 15:1)'°. Ja a TB acomete individuos de
qualquer idade e sexo, sendo mais comum em adultos
jovens, com a maioria dos pacientes apresentando
sintomas e exame fisico comprometido'. Apesar
dessas diferengas, as informagdes nao séo suficientes
para um diagndstico diferencial entre ambas devido
a sobreposicéo e similaridade das apresentacdes
clinicas e radioldgicas das duas doencas’.

O diagnostico de PCM é baseado na visualizagao
dos elementos fungicos sugestivos de Paracoccidioides
spp. através do exame microscopico a fresco e o
isolamento em cultivo de espécimes clinicos, testes
que apresentam alta especificidade com baixa
sensibilidade. O crescimento desse fungo em meios
de cultivo ocorre somente em 85% dos casos de
PCM e a incubagédo demora entre 20 e 30 dias''®.
Para aumentar essa sensibilidade do exame direto,
Lopes'® desenvolveu uma técnica com soda, mas
€ necessaria uma boa quantidade de escarro, que
nao estava disponivel neste estudo.

Arealizagao do teste sorolégico de imunodifusao
em gel (ID) colaboraria para uma melhor avaliagéo
desses casos, ja que os registros de dados séo
incompletos quanto a evolugao da doenga e o retorno
ao atendimento clinico. Nao foi possivel realizar o
teste soroldgico nos pacientes porque as amostras
de soro dos mesmos nao foram disponibilizadas.
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