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RESUMO

Histoplasma capsulatum é um fungo encontrado no ambiente que causa uma micose profunda,
que se apresenta de forma assintomatica a disseminada. Na forma disseminada acomete
principalmente pacientes com AIDS. Na América do Sul, essa enfermidade ¢ uma das trés
principais que levam o paciente com AIDS a oObito. Apesar destes fatos poucos estudos
avaliaram sua distribui¢do ambiental. Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de
reacdo de qPCR para detec¢do de H. capsulatum em amostras de solo de grutas e cavernas do
Municipio de Presidente Figueiredo. Inicialmente, foi feito um estudo in silico com software
Geneious para desenvolver um primer da regido ITS do DNA:de H. capsulatum, em seguida o
conjunto de primers e sonda foi validado com a execug¢do da curva padrdo com DNA de cultura
do fungo alvo, célculo do erro experimental, teste para verificar reagdes cruzadas com outros
patogenos e teste de sensibilidade e especificidade. Por fim, com estes primers e sonda foi feita
a verificagdo da presenca do H. capsulatum em 30 amostras de solo de 2 cavernas e 1 gruta do
municipio de Presidente Figueiredo que tiveram seu DNA extraido por duas metodologias
distintas. Como resultados, foi desenvolvido um conjunto de primers e sonda para detec¢ao de
H. capsulatum para uso em PCR em tempo real (QPCR) tendo como alvo a regido ITS do DNA..
O desenho desenvolvido demonstrou in silico ser tdo ou mais adequado que outras propostas
que tinham como alvo esta mesma regido. O conjunto demonstrou resultados satisfatorios
quanto limite de deteccdo,10 fg/uL de amostra (20 fg/reagiio), curva padrio adequada (r* 0,97),
baixo erro experimental, auséncia de rea¢do cruzada com outros organismos patogénicos
sensibilidade e especificidade adequados. Os experimentos aplicando o novo conjunto de
primers e sonda em 30 amostras de solo de grutas/cavernas do Municipio de Presidente
Figueiredo demonstraram a presenca de DNA de H. capsulatum em uma amostra. A proposta
de qPCR ¢ uma nova opg¢ao de detec¢ao/diagndstico que podera ajudar no entendimento da
distribuicao ambiental do patdgeno bem como no diagnostico clinico em amostras biologicas.
A detec¢do de H. capsulatum em amostra de solo de caverna do municipio de Presidente
Figueiredo reforca a necessidade de cuidados recomendados para o turismo na regiao.

Palavras-chave: Desenvolvimento, grutas, cavernas, qPCR, Histoplasma capsulatum



ABSTRACT

Histoplasma capsulatum is a fungi found in the environment that causes a deep mycosis, which
presents itself in the asymptomatic form until disseminated. In its disseminated form, it mainly
affects AIDS patients. In South America, this disease is one of the three main causes of death
for AIDS patients. Despite these facts, few studies have evaluated its environmental
distribution. This study aimed to develop a qPCR reaction to detect H. capsulatum in soil
samples from caves in the county of Presidente Figueiredo. Initially, an in silico study was
performed with the Geneious software to develop a primer targeting the ITS region of the DNAr
of the H. capsulatum, then the primer and probe set was validated with the execution of the
standard curve with target fungal culture DNA, experimental error, tested to check cross
reactions with other pathogens and sensitivity and specificity test. Finally, with this primer and
probe, the presence of H. capsulatum was verified in 30 soil samples from 3 caves of Presidente
Figueiredo that had their DNA extracted by two different methodologies. As a result, a set of
primers and probe was developed to detect H. capsulatum for use in real-time PCR (qPCR)
targeting the ITS region of DNAr. The design demonstrated in silico to be equal or more
appropriate than other proposals that targeted this same region. The set demonstrated
satisfactory results in terms of detection limit, 10 fg/uL of sample (20 fg/reaction), adequate
standard curve (12 0.97), low experimental error, absence of cross reaction with other
pathogenic organisms, adequate sensitivity and specificity. The experiments applying the new
primer and probe set in 30 soil samples from caves in the Presidente Figueiredo demonstrated
the presence of DNA from H. capsulatum in one sample. The qPCR proposal is a new detection
and diagnosis option that can help in understanding the environmental distribution of the
pathogen as well as in the clinical diagnosis in biological samples. The detection of H.
capsulatum in a sample of cave soil in the municipality of Presidente Figueiredo reinforces the
need for recommended care for tourism in the region.

Keyword: Development, caves, qPCR, Histoplasma capsulatum
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1 INTRODUCAO

A histoplasmose ¢ causada pelo Histoplasma capsulatum, fungo dimorfico que se
apresenta na forma filamentosa no ambiente € como levedura no organismo hospedeiro
(LINDER & KAUFFMAN, 2019). Segundo Haldar et al., (2017), a histoplasmose ¢ uma
doenca granulomatosa e suas manifestacdes clinicas podem ser classificadas de acordo com o
local (pulmonar, extrapulmonar ou disseminado), duragdao da infeccdo (aguda e cronica) e
padrao de infecgdo (primaria e reativagao).

A histoplasmose ¢ amplamente distribuida pelo mundo sendo endémica em parte dos
Estados Unidos da América (EUA), na América Central ¢ América do Sul. Casos também sao
reportados na Africa, Oceania e Europa (BAHR et al., 2015; BROWN et al., 2018). No entanto,
o aumento da importancia epidemioldgica dessa doenca aconteceu devido a pandemia do HIV
(NACHER et al., 2013; WHEAT, 2016). No Brasil, Giacomazzi et al., (2016) observaram
incidéncia de 2,19 hospitalizagdes por histoplasmose a cada 1000 hospitalizac¢des. Silva et al.,
(2017) observaram prevaléncia de histoplasmose disseminada de 4,4% e letalidade de 71,3%
em pacientes com AIDS.

A infec¢do por H. capsulatum inicia-se com a inalacdo de microconidios e outros
propagulos infecciosos distribuidos no ambiente (BEERS, 2011). Portanto, a pesquisa desse
agente em amostras ambientais ¢ importante (TAYLOR, STOIANOFF, FERREIRA, 2013;
ROCHA-SILVA et al., 2014). No entanto, apesar de surtos e casos isolados fornecerem dados
sobre a distribuigao da doenga (OLIVEIRA, 2014; BENEDICT & MODY, 2016; CORREIA et
al., 2016), poucos estudos pesquisaram a presenga desse agente no ambiente. Entre os estudos
com amostras ambientais deve-se destacar aqueles que fizeram uso de cobaias, como os
realizados por Emmons (1949) e Zeidberg et al., (1952) nos Estados Unidos da América. Mais
recentemente, destacam-se os estudos conduzidos por metodologias moleculares devido a
velocidade, sensibilidade e a ndo necessidade do uso de cobaias como os estudos realizados por
Kikushi et al., (2008) no Japao, Moquet et al., (2012) na Guiana Francesa e Norkaew et al.,
(2013) na Tailandia. No Amazonas ha relatos de turistas que desenvolveram histoplasmose em
cavernas proximas a Manaus (SUZAKI et al., 1995) e deteccdo de mamiferos infectados com
o fungo na regido de Balbina (NAIFF et al., 1996). Menescal et al., (2019) observou 89 casos
de histoplasmose em 7 anos de pesquisa com pacientes com HIV/AIDS, com 6bito em 55% dos
casos. Souza et al., (2008) verificaram a histoplasmose como causa de obito em 13% dos
pacientes com AIDS necropsiados. Apesar da gravidade dessa doenga, ndo existem estudos de

deteccdo de H. capsulatum em amostras ambientais no estado do Amazonas. Nesse estado,
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existem cavernas e grutas com fluxo turistico e a detec¢do/quantificagdo do fungo pode fornecer
dados para agdes de prevengdo da doenga nestes locais turisticos.

No presente estudo foi realizado o desenvolvimento de um novo par de primers e sonda
para detec¢ao H. capsulatum para uso em PCR e PCR em tempo real (QPCR), tendo como alvo
a regido ITS do DNA:do H. capsulatum. O desenho se mostrou adequado em teste in silico
para detecgdo do DNA fungo obtido de culturas. Sua validacdo com a realiza¢do da curva
padrao, observacao do erro experimental, testes pra verificar se havia reacdo cruzada com os
principais fungos clinicos e ambientais, testes para avaliar sua sensibilidade e especificidade
apresentou resultados satisfatorios e o limite de deteccdo encontrado se mostrou compativel
com Babady et al., (2011), Buitrago et al., (2013) e Lopez et al., (2017). Foi realizada qPCR
aplicando o novo conjunto de primers e sonda em 30 amostras de solo de uma gruta e duas
cavernas do Municipio de Presidente Figueiredo muito frequentadas por banhistas locais e

turistas, que demonstrou a presenca de DNA de H. capsulatum em somente uma amostra.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A histoplasmose ¢ uma doenga pulmonar e hematogénica causada pelo Histoplasma
capsulatum (BEER, 2011). A infeccao resulta da inalagdo de esporos aerosolizados e pode ser
assintomatica ou sintomatica. Esta ultima, em geral, envolve doenga pulmonar primadria,
entretanto, doenga disseminada extrapulmonar e grave pode ocorrer, especialmente em pessoas
imunodeprimidas (ARMSTRONG et al., 2018). Assim como a doenga cronica pode ocorrer

apos a infeccdo primdria assintomatica (BEERS, 2011).

2.1 Histoplasma capsulatum

O H. capsulatum taxonomicamente pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Eurotiomycetes, ordem Onygenales, familia Ajellomycetaceae, género Histoplasma (KIRK,
2019). O H. capsulatum ¢ um fungo dimorfico, filamentoso no ambiente e se transforma em
levedura em tecidos a 37° C. A fase micelial demonstra hifas septadas de 1-2,5 um, microcidios
de 2-6 um, macroconidios de 8-14 pm surgindo de ramos laterais e terminais. Os macroconidios
tem projecoes em forma de dedos, sdo chamados conidios tuberculados e permitem a
identificacao de um fungo filamentoso como H. capsulatum. Os microconidios sao infecciosos
pois tém um tamanho que pode ser facilmente inalado. A forma de levedura ¢ ovalada com
diametro de 2-4um que pode ser visto dentro de macrofagos ou livre em tecidos; Células-filhas
de brotamento Unico com uma base estreita sdo tipicas. Formas de leveduras atipicas,
aumentadas e bizarras, juntamente com estruturas de hifas, foram observadas em infecc¢oes
endovasculares (LINDER & KAUFFMAN, 2019).

Analises do solo mostraram que o

H. capsulatum nao cresce em niveis de pH inferiores a 5 ou superiores a 10, em
temperaturas superiores a 40°C (COLOMBO et al., 2011). O fungo habita solos ricos em
fosforo e nitrogénio (GOMES et al., 2018), sendo encontrado no solo contendo fezes de aves e
morcegos, que servem como um bom meio de crescimento. As aves ndo albergam o fungo
devido a alta temperatura corporal, mas os morcegos podem ser portadores cronicos, excretando

formas viaveis em suas fezes (SIMAO & BORGES, 2009).

Surtos ocorridos de 1938 a 2013 demonstraram estar associados a locais como cavernas,
galinheiros, construgdes, demoli¢des, perturbagdes do solo ou de matéria vegetal e a presenca
de excrementos de morcegos ou aves (galinhas, melros, estorninhos, gralhas e outros)

(BENEDICT & MODY, 2016).
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H. capsulatum tem grande capacidade de sobrevivéncia no ambiente. Uma vez presente
no solo, permanece por anos apds a retirada das aves (DISMUKES et al., 2003). De forma
similar, possui capacidade de sobreviver no hospedeiro. Possui afinidade pelo sistema reticulo
endotelial onde se torna patdégeno intracelular de macrofagos (LACAZ et al., 2002).

De acordo com Garfoot & Rappleye, (2016), o H. capsulatum ¢é capaz de causar doenga
em imunocompetentes, diferente dos fungos oportunistas, pois ndo ¢ controlado pelas células
fagociticas. Infectam macrofagos e proliferam utilizando varios mecanismos. A levedura
escapa de proteinas surfactantes antimicrobianas do pulmao induzindo internalizagao, evitam
imunoestimulacdo, neutralizam oxigénio reativo e captam metais como ferro e zinco para suprir
limita¢des nutricionais.

Apesar de sua capacidade de sobrevivéncia, ¢ de dificil isolamento do meio ambiente
por cultivo, o que vem sendo comprovado desde o primeiro isolamento por Emmons (1949) até
estudos posteriores, nestes o fungo tem sido isolado através do inoculo em ratos, o que despende

tempo e a vida de cobaias (LOTTENBERG et al., 1979).

2.2 Epidemiologia

Casos de histoplasmoses foram relatados em muitas areas do mundo. A distribui¢do da
histoplasmose se estende a varios paises da América Central e do Sul e do Caribe, Estados
unidos bem como da Africa Meridional e Subsaariana, da india, da China e do Sudeste Asiatico.
Casos também sdo vistos em toda a Europa e regides nao endémicas (SCULLY&BRADDLEY,
2018).

A extensdo geografica da histoplasmose, pode ser mais abrangente que a descrita
atualmente como endémica por diversos fatores: viagens ou a migracao de areas endémicas
pode levar a aquisicao de doencas com a possibilidade de reativagdo anos depois; com o nimero
crescente de pessoas que recebem imunossupressores, cresce na populacdo o risco de
histoplasmose (ASSI et al., 2013; AZAR et al., 2017); a pandemia do HIV, resultou em mais
casos de histoplasmose (NACHER et al., 2013; WHEAT., 2016); 120.000 novas infecgdes por
HIV foram observados na America Latina e Caribe em 2016 (Pan American Health
Organization & Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, 2017); varios relatos de
histoplasmose fora de areas de alta prevaléncia, em pessoas que nunca viajaram, sugerem que
bolsas de endemicidade anteriormente nao reconhecidas podem existir (AZAR et al., 2017) e
a doenca pode ser subdiagnosticada fora dos Estados Unidos, onde a detec¢ao de antigeno ¢

amplamente indisponivel (DIAZ et al., 2018), a deteccio na Africa por Mandengue, Ngandjio,
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Atangana (2015), de H. capsulatum em 13% dos pacientes com HIV e sintomas como febre
tosse com duragdo acima de duas semanas, manifestacdes de pele e células CD4 <200/uL
investigados refor¢am essa hipotese.

Na Africa, o H. capsulatum ocorre em areas da Africa do Sul, a Africa Oriental ¢ a
Africa Ocidental em microfocos, incluindo cavernas. Casos de histoplasmose relatados na
Italia, Franca, Alemanha, Espanha e outros paises europeus sdo observados em pessoas que
viajaram ou emigraram de areas endémicas da Africa. No entanto, casos autoctones sdo
descritos, principalmente da Italia. O HIV contribuiu para aumentar o reconhecimento de
histoplasmose na regido Asia-Pacifico assim como casos de histoplasmose originarios da India
parecem ser cada vez mais reconhecidos e diferenciados da tuberculose em pessoas infectadas
pelo HIV. A maioria dos casos de histoplasmose na Australia foi relatada em New South Wales
e Queensland, mas casos ocasionais ocorrem em outros territorios. A histoplasmose compete
com a peniciliose como uma infec¢do disseminada oportunista em pessoas infectadas pelo HIV
na Tailandia. E na China, nimero crescente de casos foi relatado (LINDER & KAUFFMAN,
2019).

Na América do Norte ¢ a infeccao fingica endémica mais comum (AZAR & HAGE,
2017). Estudo realizado nos EUAs mostrou que os ambientes preferidos do Histoplasma sp. se
espandiram no pais, para a bacia do alto rio Missouri, essa progressdao provavelmente reflete
mudangas no clima e no uso da terra com o aumento do cultivo e urbanizacdo (MAIGA et al.,
2018). Casos de histoplasmose tem ocorrido fora da area considerada endemica no vale dos rios
Ohio e Mississipi. Dados de vigilancia de 2011 a 2014 de 12 estados verificou a ocorrencia de
3409 casos da doenga; entre os casos com disponibilidade de dados sobre a imunidade e
hospitalizagdo e obito do paciente, 30% eram imunocomprometidos, 57% foram hospitalizados
e 7% foram a obito (ARMSTRONG et al., 2018).

Na América Latina, as taxas de histoplasmose aumentaram com taxas crescentes de
infeccdo pelo HIV. Estudos com histoplasmina demonstraram taxas altas de sensibilidade no
sul do México, América Central e partes da América do Sul. Dados sugerem que mais de um
ter¢o das pessoas na América Central e do Sul foram expostas ao Histoplasma sp., com taxas
mais altas na América Central e no norte da América do Sul (Venezuela, Guiana Francesa,
Guiana, Suriname) (LINDER & KAUFFMAN, 2019). Numerosos casos foram relatados no
Brasil, na Guiana Francesa, na Argentina, na Coldmbia, na Venezuela, na Guatemala, e no
Panama. A histoplasmose disseminada progressiva (PDH) ¢ a doenca mais comum na AIDS na
Guiana Francesa. Na Colombia, mais de 70% dos pacientes com histoplasmose incluida em

uma pesquisa realizada de 1992 a 2008 tinha virus da imunodeficiéncia humana (HIV)/AIDS
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(HAGE et al., 2015). Embora a histoplasmose seja provavelmente a micose sistémica endémica
mais prevalente na America Latina, seu real 6nus continua a ser determinado devido a escassez
de estudos epidemioldgicos prospectivos. Adenis et al.,, (2018) supde que as taxas de
mortalidade e incidéncia associadas a histoplasmose foram equivalentes, se ndo superiores, a
tuberculose em pacientes com AIDS (PASQUALOTO & QUEIROZ-TELES, 2018).

No Brasil, a observacao da distribui¢ao dos casos ¢ feita pelo levantamento realizado
por estudos isolados, dado que a doenga ndo ¢ de notificagcdo obrigatoria no pais (BRASIL,
2016); A positividade da histoplasmina, que reconhece infec¢des passadas, pode ser de até
aproximadamente 90% em algumas areas (HAGE et al., 2015). Surtos ja foram observados nos
Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso e Minas Gerais. Em artigo
que resume a situagdo da histoplasmose no mundo, Bahr (2015) fornece dados de diversos
estudos realizados no Brasil que confirma a alta endémicidade no pais, especialmente nos
estados do norte (Amazonas, Roraima, Para, Amap4), nordeste (Ceard, Rio Grande do Norte,
Bahia) e do sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo). Giacomazzi et al., (2016) ao pesquisar a carga
de doencas fungicas graves em um ano no Brasil, com base em dados oficiais encontrou a
incidéncia 2,19 hospitalizagdes por histoplasmose a cada 1000.

O Amazonas ¢ apontado como area endemica. Sdo encontrados pesquisas do século
passado, como o levantamento sorologico feito por Mok (1979) e o artigo de Fava & Fava Neto
(1998) que descreve varios estudos, entre eles, trés realizados no Amazonas no periodo de
1978-1986 que descrevem positividade a histoplasmina variando ente 12.8 -50,1%.

Em hospital localizado em Manaus, que atende a capital e as cidades de todo o
Amazonas, Souza et al. (2008) verificaram as causas de Obito de 129 pacientes com AIDS
necropsiados de 1996 a 2003 e encontram a histoplasmose em 17 pacientes (13%), destes 13
ndo foram diagnosticadas (76%) na avaliagdo clinica antemortem. No mesmo hospital, foram
observados, no periodo de 2011 a 2018, 89 novos casos de histoplasmose, todos pacientes com
HIV, do total 55% foram a 6bito (MENESCAL et al., 2019).

Suzaki et al., (1995) relataram a ocorréncia de histoplasmose aguda em viajantes
japoneses que foram expostos a guano de morcego em uma caverna perto de Manaus; o grupo
de 8 viajantes japoneses entraram em uma caverna por um total de 2 horas em margo de 1993.
Todos os visitantes eram saudéaveis e sem historico de radiografias toracicas anormais. De 10 a
20 dias ap6s a exposic¢ao, 7 (87,5%) dos 8 individuos desenvolveram sintomas incluindo febre,
mal-estar, perda de apetite, mialgia, artralgia, dor toracica e tosse seca. Cinco (62,5%)

apresentavam sombras infiltrativas nodulares com ou sem linfadenopatia hilar no toérax. Oito
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(100%) dos individuos apresentaram evidéncia soroldgica de histoplasmose. A caverna
envolvida nunca foi documentada como sendo endémica para histoplasmose.

Naiffetal., (1996) isolaram de Histoplasma capsulatum de vinte e oito dos 479 animais
examinados. Os animais pertenciam a oito espécies de mamiferos florestais dos estados do
Amazonas, Pard e Rondonia na Amazonia brasileira; os isolados primarios foram obtidos
inoculando intradermicamente e intraperitonealmente o tecido triturado do figado e bago em
hamsters. O diagnodstico micologico em hamsters apresentando lesdes foi confirmado pela

histopatologia e cultura em agar dextrose-Sabouraud.

2.3 Patologia

Viérios fatores determinam a severidade da infec¢do pelo H. capsulatum, incluindo o
tamanho do indculo de microconidios inalado, a idade do individuo e o estado do sistema
imune. A infec¢do ¢ geralmente assintomatica em individuos saudaveis, com teste de
histoplasmina positivo porque os macrdéfagos pulmonares fagocitam os microconidios e
transportam para destrui¢do nos linfonodos (DIAZ, 2018). A infeccdo se resolve com o
desenvolvimento de imunidade mediada por células. Como consequéncia da produgdo de
linfécitos T que reconhecem o organismo, o fator de necrose tumoral e interferon gama sao
induzidos, ativando macrofagos para inibir o crescimento do organismo e fornecer protecao
contra reinfec¢do. Embora os organismos persistam nos granulomas para a vida toda na maioria
dos individuos saudaveis, normalmente ndo sao viaveis, consequentemente, a infeccao ¢ latente,
como visto em tuberculose (WHEAT et al., 2016).

Menos de 1% dos individuos expostos desenvolvem sintomas, destes 60% apresentam
sintomas respiratorios como dor no peito, tosse e falta de ar, outras manifestacdes clinicas em
imunocompetentes assemelham-se a influenza e podem incluir febre, calafrios, dor abdominal,
nausea e vomito, especialmente em criangas; e mal estar, fadiga, perda de peso e dor de cabeca
severa, mialgias e artralgias em adultos (DIAZ, 2018).

Entre os individuos que ndo tem a infec¢do assintomadtica, a clinica encontrada varia
entre a histoplasmose pulmonar aguda, histoplasmose pulmonar crénica e histoplasmose
disseminada, havendo ainda complicagcdes incomuns como mediastinite granulomatosa,
insuficiéncia adrenal, meningite e infeccdo endovascular. A histoplasmose pulmonar aguda
geralmente se apresenta em criancas ou adultos jovens na primeira exposi¢ao. Radiografias de
torax mostram tipicamente doenga do espago aéreo focal; A linfadenopatia hilar e/ou

mediastinal esta frequentemente presente. Enquanto a histoplasmose pulmonar cavitaria
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cronica ocorre principalmente em idosos com doenga pulmonar preexistente e se desenvolve a
medida que a inflamag¢do ocorre adjacente as infecgdes preexistentes e, posteriormente, ocorre
necrose central, levando a formacgao de grandes lesdes cavitarias que imitam tuberculose. Na
mediastinite granulomatosa, multiplos linfonodos mediastinais se ampliam para formar uma
massa que frequentemente sofre necrose por caseagdo. A histoplasmose disseminada ¢
incomum, exceto em criangas muito jovens e pessoas imunossuprimidas, especialmente aquelas
com infecc¢ao por HIV com células CD4 <150/uL. Pacientes imunossuprimidos podem ter uma
infeccdo avassaladora manifestada por choque, desconforto respiratério, insuficiéncia hepatica
e renal, obnubilagdo e coagulopatia. O exame fisico demonstra hepatoesplenomegalia e
linfadenopatia difusa em cerca de metade dos pacientes. Ulceracdes orofaringeas dolorosas sao
notadas em alguns pacientes. Histoplasmose disseminada pode envolver qualquer orgao

(LINDER & KAUFFMAN, 2019).

2.4 Tratamento

Histoplasmose ¢ resolvida sem tratamento na maioria dos individuos saudaveis. A
doenca pulmonar aguda usualmente ¢ tratada. Em casos mais amenos o uso de itraconazol por
12 semanas ¢ suficiente; em casos moderados a severos ¢ preferivel o uso de anfotericina B na
formulagdo lipidica por 1-2 semanas seguida por itraconazol num total de 12 semanas. A
histoplasmose pulmonar cronica sempre deve ser tratada; pode ser usado itraconazol por 12-24
semanas com monitorizagao por 1 ano apos término da terapia (WHEAT et al., 2016).

Hage et al., (2015) determinam o tratamento de histoplasmose pulmonar crénica com
itraconazol por 12 meses; Wheat et al., (2016) sugere até 24 meses com seguimento radioldgico.
Para a doenga disseminada, de moderadamente severa a severa, a recomendacao ¢ Anfotericina
lipossomal ou Anfotericina B complexo lipidico ou Anfotericina B desoxilato por 1—- 2 semanas,
seguida por itraconazol 2 meses (HAGE et al., 2015).

Para pacientes com HIV, em um ensaio clinico, a anfotericina B lipossdmica intravenosa
(IV) foi mais eficaz que o desoxilato padrao de anfotericina B IV, reduziu mortalidade e
toxicidade; portanto, pacientes com histoplasmose moderadamente severa a grave disseminada
devem ser tratados com anfotericina B lipossomica IV por pelo menos 2 semanas ou até
melhora clinica. Formulagao lipidica da anfotericina B pode ser usada na mesma dosagem
devido custo ou intolerancia a anfotericina B lipossomica. Terapia com o itraconazol oral, por
no minimo 12 meses. Devido as possiveis interagdes entre itraconazol e antirretrovirais, ¢

aconselhavel obter niveis séricos de itraconazol. Em pacientes com histoplasmose disseminada
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menos grave, o itraconazol oral ¢ a terapia inicial apropriada. Em pacientes com meningite
confirmada, a anfotericina B lipossomal deve ser administrada como terapia inicial por 4 a 6
semanas; seguido por terapia de manutengdao com itraconazol por pelo menos 1 ano e até a
resolucao dos achados anormais do LCR. Postaconazol ¢ voriconazol orais foram relatados
como efetivos para histoplasmose em um pequeno numero de pacientes com AIDS ou outras
condi¢des imunossupressoras. O fluconazol ¢ menos efetivo que o itraconazol para a
histoplasmose, mas demonstrou ser moderadamente eficaz na dose de 800 mg ao dia e pode
também ser uma alternativa razoavel nessa dose para intolerantes ao itraconazol. (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, THE HIV MEDICINE ASSOCIATION OF
THE INFECTIOUS DISEASES SOCIETY OF AMERICA, THE NATIONAL INSTITUTES
OF HEALTH, 2017).

2.5 Metodologias aplicadas a detec¢do do H. capsulaum

2.5.1 Detecgao clinica do H. capsulatum

O diagnostico da histoplasmose baseia-se em uma abordagem multifacetada que inclui
evidéncias clinicas, radiograficas e laboratoriais. Os padrdes de ouro para diagndstico
laboratorial incluem demonstragao de levedura no exame patologico do tecido e isolamento do
fungo na cultura de espécimes clinicos; entretanto, a detec¢ao de antigeno forneceu um método
rapido, ndo invasivo e altamente sensivel para o diagnostico e ¢ um marcador util de resposta
ao tratamento. Métodos moleculares com melhor sensibilidade em amostras clinicas estao

sendo desenvolvidos (AZAR & HAGE, 2017).

2.5.1.1 Histopatologia

Na patologia, a caracteristica ¢ a presenca de granulomas, caseosos ou nao caseosos,
indicativos da tentativa do sistema imunologico de conter a infec¢do. Juntamente com outros
distirbios granulomatosos, como sarcoidose, linfoma e infecgdes micobacterianas, a
histoplasmose deve sempre ser considerada quando a inflamagdo granulomatosa ¢ detectada.
Ap0s coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) podem-se observar formas ovoéides de levedura
(2-4um) de base estreita nos tecidos ou englobadas por macréfagos. A citologia ou a
histopatologia, ao contrario da cultura, podem levar ao diagnostico rapido, mas sdo prejudicadas

por sensibilidades sub-6timas. Além disso, procedimentos como a broncoscopia flexivel e a
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bidpsia pulmonar transbronquica necessdrios para obter amostras de tecido para culturas e
analises patoldgicas sdo invasivos e podem nao ser viaveis em pacientes criticamente enfermos

ou com coagulopatias (HAGE et al., 2015).

2.5.1.2 Cultura

As culturas sao mais uteis em pacientes com histoplasmose pulmonar disseminada ou
cronica, positiva em 50 a 85% dos casos. Na doenga disseminada, o maior rendimento de cultura
¢ da medula dssea ou sangue, positivo em mais de 75% dos casos. Organismos podem ser
isolados de espécimes de escarro ou broncoscopia de 75% dos pacientes com histoplasmose
pulmonar cronica. S3o necessarias quatro semanas para isolar o organismo em cultura. A forma
filamentosa de H. capsulatum cresce como um micélio branco ou lustroso e semelhante a
camurca ou algodao (WHEAT etal., 2016). No exame microscopico dependendo da maturidade
dos micélios, primeiro aparecem hifas septadas, seguidas de microconidios lisos (ou menos
comuns, espinhosos) e originados de conidioforos curtos e hialinos sdao observados
macroconidios tuberculados, com projecdes semelhantes a dedos, altamente sugestivos de H.
capsulatum; mas outros fungos, incluindo Sepedonium spp. também podem produzir tais
estruturas, portanto ¢ necessario um teste mais especifico para diagndstico definitivo. Ao serem
incubadas a 37°C, as colonias apresentam leveduras pequenas redondas de brotamento estreito

(AZAR & HAGE, 2017; LINDER & KAUFFMAN, 2019).

2.5.1.3 Inoculag¢ao em cobaias

O fungo também pode ser isolado de animais inoculados com os mesmos materiais que
serviram para o cultivo. O material de exsudato pode ser liquefeito, misturando-se em partes
iguais com solugdo fisioldgica em tubo de ensaio com pérolas de vidro. O tecido deve ser
triturado antes da adi¢cdo da solucao fisioldgica. Tratando-se de material infectado, adicionar
10.000 unidades de penicilina e 1 mg de estreptomicina para cada mL de material. Inocula-se,
intraperitonealmente, 2 a 4 camundongos, que serdo sacrificados depois de 4 semanas. Sao

semeados fragmentos de figado ou bago (OLIVEIRA, 2014).

2.5.1.4 Antigeno
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O antigeno galactomanano pode ser detectado nos fluidos corporais, oferecendo método
para diagnéstico rdpido. O maior rendimento para deteccdo ocorre em pacientes com
histoplasmose disseminada progressiva (PDH) ou Histoplasmose pulmonar aguda (HPA), 80%
a 95% dos casos. Menos frequente ¢ a detecgdo na histoplasmose pulmonar subaguda ou
cronica. O maior rendimento para a detec¢do de antigeno ¢ obtido testando tanto a urina quanto
o soro. O antigeno pode ser encontrado no lavado broncoalveolar (LBA) em 90% dos pacientes
com histoplasmose pulmonar cronica ou histoplasmose pulmonar difusa, complicando a
histoplasmose disseminada progressiva (HDP). As reagdes cruzadas ocorrem mais
frequentemente em pacientes com blastomicose, peniciliose e paracoccidioidomicose (WHEAT

etal., 2016; LINDER &KAUFFMAN, 2019).

2.5.1.5 Testes sorologicos

Enzimaimunoensaio (EIA) parece ser mais sensivel que fixacdo de complemento e
imunodifusdo (LINDER & KAUFFMAN, 2019). Testes soroldgicos, como fixacdo de
complemento e imunodifusdo, confirmam retrospectivamente diagndstico de histoplasmose
aguda feito por Enzimaimunoensaio (EIA), pois leva 6 ou mais semanas para o
desenvolvimento de antigenos de H. capsulatum. Esses testes detectam anticorpos contra o
fungo em convalescéncia. Os testes sorologicos serdo positivos em 90% dos pacientes com
doenca pulmonar e em 85% dos pacientes com doencga disseminada. Os testes sorologicos
podem ser imprecisos em pacientes com AIDS, nestes casos, devem ser confirmados por cultura

ou exame histopatoldgico (DIAZ, 2018).

2.5.1.6 PCR e qPCR

Dentre um universo de metodologias de deteccdo de microrganismos, em diagndstico
clinico, as técnicas moleculares estdo se expandindo devido a sua caracteristica de tornar
pequenas quantidades do alvo detectaveis. A PCR atualmente ¢ usada em diversos campos
como diagnostico de doencas genéticas (CAMUNAS-SOLER et al., 2018) e infecciosas
(PATEL et al., 2013), monitoramento de cura de leucemia (JOVANOVIC et al., 2013),
acompanhamento no tratamento da AIDS com medicamentos retrovirais (ALIDJINOU,
BOCKET, HOBER, 2014) e pode ser usada no diagnostico da histoplasmose (MUNOZ et al.,
2010.
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Na reag¢dao em cadeia da polimerase (PCR) podem ser utilizadas amostras de DNA de
diversas origens bioldgicas como sangue, lavado bronco alveolar, liquor, biopsias, medula
ossea, linfonodos (MAUBON, SIMON, AZNAR, 2007; SIMON et al., 2010) sendo de
fundamental importancia o cuidado com a extragao do DNA para que a PCR seja bem sucedida.
Para a obtencdo do DNA podem ser utilizados Kits comerciais como os usados por Sampaio et
al., (2012) e Babady et al., (2011) ou por técnicas utilizando diversas solucdes padronizadas
com o objetivo de provocar a lise das células para a liberagdo do DNA e posterior separagdo
deste dos demais constituintes da amostra (NORKAEW et al., 2013).

Com o DNA extraido a PCR ¢ realizada com a reunido dos reagentes necessarios para
amplificacdo: amostra, dNTPs, primers, cloreto de magnésio, tampao, Taq polimerase e
submissao a ciclos de temperatura em um termociclador, onde ocorre a desnaturagdo em altas
temperaturas, expondo as fitas simples ao primer que deve se anelar ao DNA da amostra para
que a Taq polimerase inicie a sintese da nova copia do DNA alvo. Dessa forma apos varios
ciclos haverd quantidade de DNA suficiente para detec¢do através de eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo ou Sybr green (MULLIS et al., 1986; BIALEK et
al., 2002).

A gPCR, Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real, mesmo
existindo a mais de 20 anos e sendo preferida em aplicagdes de pesquisa, ainda ndo conquistou
ampla aceitacdo na pratica rotineira, mas ¢ a mais sensivel e especifica técnica para a deteccao
de acidos nucleicos. (FOROOTAN et al., 2017). E possibilita o desenvolvimento de qPCR
multiplex, onde, usando diferentes fluoroforos um unico ensaio pode determinar a presenca ou
ausencia de multiplos patogenos (GAGO et al., 2014).

A necessidade de novas técnicas, como as moleculares, na deteccao do H. capsulatum
se torna mais importante devido a baixa sensibilidade do cultivo do fungo (FALCI et al; 2017)
e ao fato do cultivo de amostras clinicas ter seus resultados em média de aproximadamente 27
dias e suas possiveis consequéncias: aumento dos custos hospitalares e tratamento inadequado
(MAUBON, SIMON, AZNAR, 2007). Assim encontramos diversas tentativas de
desenvolvimento de metodologias moleculares para diagndstico, assim como o emprego de
técnicas com bom desempenho prévio sendo usadas deteccdo em amostras clinicas diferentes,
com a vantagem de ndo mostrar reatividade cruzada com outros fungos que causam micose
sistétmica (BABADY et al., 2011). Além de apresentarem menor tempo quando empregadas na
deteccao do fungo em amostras clinicas (MAUBON, SIMON, AZNAR, 2007).

Na tabela 1 sdo apresentados estudos de deteccdo de H. capsulatum em amostras

clinicas através da biologia molecular.
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. . Especificidade/
Autores/Local Amostras Método/Primer Sensibilidade/L.OD
. 100%/Nao
Bialek et al., .. )
2002/Alemanha Biopsia Nested PCR/Hc100 1nf0rr’nado/ 1-5
células
] 0 (V] 1
Maubon, Simon, Amostras clinicas Nested PCR/He100 I OO.A)/l 00%/Néo
Aznar, 2007. informado
Simon et al.,
2010/Guiana Amostras clinicas RTPCR/HCITS 95,4%/96%/10fg/ul
Francesa
Babady et al; . . 100%/73-94%/100
2012/EUA Amostras clinicas RTPCR/Nao informado copias/yl
Koempsell et al., Tecido em formol 0 o
2012/EUA e parafina RTPCR/Hc100 100%/88,9%/6pg/ul
Sampaio et al., Sangue com adi¢ao Nao informado/Nao
2012/Brasil de H. capsulatum PCR/HCI100 informado/10pg
Dantas et al., 100%/95-97%/Nao
2013/Brasil Soro e sangue Nested PCR/Hc100 informado
Gago et al., Amostras clinicas Multiplex RTPCR/Nao 100%/90,7-
2014/Espanha informado 100%/2£g/20ul
100%/33%/50
%‘ig‘/(]’;fa:itlal" Soigizfomn;?iff* RTPCR/NAALADNASE copias
Nested RT-PCR 100%/77%/ 5 copias
Lopez et al Tecido fresco e em
° o 0
2017/Colémbia formol/paraﬁna de RTPCR/Hc100 100%/100%/1fg/ul
animal inoculado.
Lavado bronco Nao informado/Nao
Carreto-Binaghi et alveolar Nested PCR/Hc100 informado/Nao
al., 2019 Brasil informado

TABELA 1. ESTUDOS DE DETECCAO CLINICA DE H. CAPSULATUM POR BIOLOGIA MOLECULAR

2.5.2 Detecgao ambiental do H. capsulatum

2.5.2.1 Cultura e inoculo em cobaias

O H. capsulatum foi isolado pela primeira vez em 1948 por Emmons, apds tentativas

sem éxito de isolar o fungo diretamente do solo em cultura, passando o solo seco no agar

Sabouraud ou simplesmente incubando o solo umido, pois todas as culturas foram cobertas por
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outros microrganismos; o solo foi inoculado em cobaias e posteriormente foi realizada cultura
de seus orgdos (EMMONS,1949; EMMOS, 1961).

Norkaew et al., (2013) realizaram na Tailandia a cultura de solo contaminado com
excrementos de morcegos e aves de 17 amostras positivas por PCR para H. capsulatum; mas
nenhuma col6nia filamentosa apresentou a morfologia do fungo. Sete amostras PCR positivas
também foram inoculadas em cobaias e a cultura dos 6rgaos também falhou em isolar o fungo.
Taylor, Stoianoff, Ferreira (2013) utilizaram cultura de solo em estudo micolégico em caverna

de Minas Gerais, € ndo obtiveram sucesso no isolamento do H. capsulatum.

2.5.2.2PCR e qPCR

Devido as dificuldades do isolamento por cultura e inoculo em cobaias, Reid & Shafer
(1999) investigaram a detec¢do do fungo utilizando PCR de 2 estdgios (Nested PCR) em
amostras de solo com adi¢dao de esporos do fungo. E demonstraram a capacidade de detectar
pequenos numeros de esporos de H. capsulatum em amostras de solo.

Na Guiana Francesa, Moquet et al., (2012), utilizaram a qPCR para detec¢ao em 31
amostras de solo, encontrando positividade em 12,9% (4) das amostras. E na Tailandia,
Norkaew et al., (2013) detectaram o fungo em 6,41% das amostras de solo de cavernas, parques
e templos testados (265) utilizando Nested PCR e primers anteriormente descritos por Bialek
et al., (2002): Hc I e He Il na primeira PCR e Hc 11l e Hc IV na segunda PCR.

No Brasil, Amorim-Conselheiro et al (2019), utilizando gPCR com alvo a regido ITS 1
do DNA ribossomal do H. capsulatum, detectou H. capsulatum em 9 amostras de 59 pontos
coletados na cidade de Sao Paulo em dormitorios onde havia poleiro de morcegos.

Na Colombia, Goméz et al., (2018), demonstraram a presenca de H. capsulatum em
fertilizantes organicos utilizando Nested PCR. Em um total de 239 amostras coletadas: 201
(84,1%) corresponderam a fertilizantes organicos, 30 (12,5%) a excretas de aves e 8 (3,4%) a
solos de cavernas. A PCR teve um limite de deteccao de 0,1 pg/ul e uma especificidade de
100%. Um total de 25 (10,5%) amostras foram positivas e validadas por sequenciamento.

No Japao, Kikushi et al., (2008) realizaram uma pesquisa utilizando diferentes técnicas
moleculares PCR, Nested PCR e qPCR em 3 diferentes laboratdrios para deteccdo de H.
capsulatum em 187 amostras de fezes de morcego coletadas em 67 cavernas; nenhum

laboratorio detectou o fungo.
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Na tabela 2 ¢ apresentada a deteccdo ambiental de H. capsulatum através da biologia

molecular.
Autores/Local Amostras Método Positividade
Reid &Schafer, Solo com adi¢ao de
Nested PCR -
1999/ EUA €sporos
Kikushi et al.,
Solo de cavernas Nested PCR/qPCR 0%
2008/Japao
Moquet et al.,
2012/Guiana Solo qPCR 12,90%
Francesa
Norkaew et al., Solo de cavernas Nested PCR 7,95%
2013/Tailandi
atlandia Solo com fezes de pombo Nested PCR 4,76%
Solo com fezes de galinha Nested PCR 10,99%
Goémez et al., 2018/
. Fertilizantes Nested PCR 10,50%
Colombia
Amorim-
Conselheiro et al., Fezes de morcego qgPCR 15,25%
2019/Brasil

TABELA 2. ESTUDOS DE DETECCAO AMBIENTAL DE H. CAPSULATUM POR BIOLOGIA MOLECULAR
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o desenvolvimento de reacdo de qPCR (Real-time Polymerase Chain
Reaction) para deteccdo de H. capsulatum em amostras de solo de grutas e cavernas do

Municipio de Presidente Figueiredo.

3.2 Especificos

e Investigar desenvolvimento de conjunto de primers e sonda para deteccdo de H.
capsulatum por qPCR

e Estudar a padronizacao e validagao da reagao de qPCR desenvolvida no presente estudo
com amostras de DNA obtidas de cultura.

e Investigar a deteccao de H. capsulatum em amostras de solo com a reagao de qPCR

desenvolvida



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Universo do estudo

O fluxo das atividades da presente dissertacdo ¢ apresentado na Figura 1.

Desenho do Primer

Padronizac¢do da reacgdo

Avaliacao da reagdo com
amostras de solo

FIGURA 1. FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS QUE FORAM REALIZADOS NO PRESENTE

ESTUDO.

4.1.1 Cepas padrao

Extragdo de

Gruta da Caverna da Caverna
Onga Judeia Maroaga
30 amostras
de solo
Método de
Devi et al.,
(2015)

DNA

Detecgao

Kit de extracao
comercial

30

No presente estudo foi utilizado, como padrdo na execugdo da curva padrao e controle

positivo em todas as reacdes de qPCR, o DNA de dois isolados de Histoplasma capsulatum
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(FMT3417 e FMT3342) oriundos da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas e
depositados na Cole¢do de Microrganismos de Interesse Médico do INPA. Esses isolados
tiveram seu DNA extraidos pela metodologia Blood Tissue e Invitrogen por Ivanete de Lima
Sampaio em seu trabalho de dissertagdo intitulado “Sele¢ao e otimizacdo de protocolos para
detecgdo de Histoplasma capsulatum var. capsulatum por reagdo em cadeia da polimerase” A
utilizagdo dessas amostras de DNA isolado estd em conformidade com os preceitos do comité
de ética em pesquisa envolvendo seres humanos (CNS 196/96), atualmente regulados pela
Resolugao CNS 466/2012. Sendo que este projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa
(CEP) da FMTAM (SAMPALIO, 2010).

Foram utilizados também, na avaliagdo da reag@o cruzada com outros microorganismos,
DNA extraido pela metodologia de fenol cloroformio das cepas dos fungos Candida albicans
(LM 6222), Cryptococcus neoformans (LM 5428), C. gattii (LM 5424), Aspergillus niger (LM
01), Fusarium oxysporum (LM563) e também das Micobacterias Mycobacterium abcessus,
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium tuberculosis da colegdo

de Microorganismos de Interesse Médico do INPA.

4.1.2 Amostras de solo
Foram solicitadas autorizagdes para coleta da Secretaria do Meio Ambiente de
Presidente Figueiredo para as cavernas Maroaga e Judeia (Autorizacdo numero 011/2020) e

para o proprietario da gruta da Onga (Memorando 02/2019/INPA).

As coletas foram realizadas nas cavernas Maroaga, Judeia e gruta da Onga localizadas
no municipio de Presidente Figueiredo, de acordo com as coordenadas de GPS listadas na
Tabela 11; dia 19 de fevereiro de 2020, utilizando luvas de procedimento, 6culos de protegao,

mascara N95, capa de protecao e botas plasticas.

A partir de um ponto espacial selecionado por conveniéncia foram coletadas 30 amostras
da camada superficial do solo, no maximo 5 centimetros de profundidade, seguindo a linha
natural das cavernas de acordo com a presenca de poleiros de morcegos. Foram coletados
diferentes tipos de solo (areia, terra preta) e sedimento (fezes de morcegos, material vegetal em
decomposi¢do, pedrisco). As amostras, com volume de 10 a 50 ml, dependendo da
disponibilidade de volume no ambiente, pois as duas cavernas sao alagadas e a gruta nao dispoe
em todo ponto de coleta de grande quantidade de solo, foram coletadas em frascos estéreis
(tubos de Falcon) de 50 mL e mantidas em refrigeracdo -20° C até o processamento que foi

realizado no Laboratorio de Micologia do INPA.
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4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1 Desenho de primers e sonda.

4.2.1.1 Andlise in silico para definicao da regido génica alvo de H. capsulatum

A regido génica alvo, ITS1 do DNA ribossomal de H. capsulatum, foi escolhida de

acordo com os estudos de Buitrago et al., (2013) e Amorim-Conselheiro et al., (2019).

Foi realizada uma analise in silico do conjunto de primers/sonda utilizado por Buitrago
et al., (2013), a fim de se verificar: a) a complementariedade dos mesmos sobre a regiao ITS1
do DNA ribossomal de H. capsulatum, na sequéncia consenso, a partir de diversas sequéncias
génicas de H. capsulatum, b) o tamanho do fragmento a ser amplificado por qPCR. Para isso,
foi formado um painel de 99 sequéncias da regiao ITS1 do DNA ribossomal de H. capsulatum,

obtidas do GenBank.

As 99 sequéncias ITS1 de H. capsulatum foram analisadas em software Geneious
(versao 8.1.8). As sequéncias dos primers (HcITS-54F e HcITS-204R) e sonda (HcITS-155),
utilizadas no estudo de Buitrago et al., (2013), foram inseridas para teste in silico na sequéncia

consenso ap6s o alinhamento (Figura 2 e 3).

Pelo alinhamento foi possivel verificar a existéncia de variagdes nucleotidicas em
sequéncias de H. capsulatum, inclusive em locais de hibridizagdo do primer reverse HclTS-
204R e da sonda HcITS-155. Também foi possivel constatar que o tamanho do produto da PCR
com os primers HcITS-54F e HcITS-204R seria de 154 pares de bases (pb).
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FIGURA 2. ALINHAMENTO DE 99 SEQUENCIAS DA REGIAO ITS1 DO DNA RIBOSSOMAL DE H. CAPSULATUM
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ATAATAATCCAGTCAAAACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCAAAACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCAARACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCAARACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCAARACT
ATAATAATCCAGTCARAACT
ATAATAATCCAGTCAARACT
ATAATAATCCAGTCAAAACT
ATAATAATCCAGTCAARACT
ATAATAATCCAGTCAAAACT
ATAATAATCCAGTCAARACT
ATAATAATCCAGTCAAAACT
ATAATAATCCAGTCAAAACT

CT CATGAGAGCNATAATAATCCAGTCAARACT
TCTGAGCATGAGAGC HATAATAATCCAGTCAAAACT
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61 MKE93528 CCCCTCTACCT TT! ACCTSTTGCCTC TECAGCS E CTTCTCCTCCCC GE T A4 - GEITGAACGATT TCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAAMACT
62, MKB93509 € OFCTCTACCCBECCAC CC TTETOTACC ACCTGTTECCTC SCGATECTG 5 e 5 CGTCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCARAACT
63. MKB93475 A CC CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACC G : 5CAG 3CTGCC 3AGCTTCTCCTCC E GTC : CACCGCAAGAAC CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
£4. MiKB934T4 SACCCC CTCTACCCGGCCACCCTTSTCTACC CTGTTGCC : SC A ;CTGCC SAGCTTCTCCTCC C STC : “ACCGCAAGAACCGTC SAACG CGTCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAAAACT
65. MIKB93545 SACCCCC CTCTACCCGGCCACCCTTSTCTACT CTGTTGOC : 50 AL GCTGCC SAGCTTCTCCTCC C GTC : ACCGCAAGAACCGTC GAACG CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
6. MiKBI3542 ACCCC CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACS CCTGTTGOC : U AL GCTGCC sAGCTTCTCCTCC G GTC : CACCGCAAGAACCGTC GAACGE CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAARACT
B7. MKBI3541 CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACT CTGTTGOC SCAGCGATGC TG : co 5 SAAC SGTGAACE CGTCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAARACT
69 MKB93540 CTCTACCCEGCCACCCTTGTCTACT STTG 300 GLC 5 5 5 CGTCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAARACT
69. MKB93533 A CC CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACC CTGETTGCC : 5CAG 3CTGCC 3AGCTTCTCCTCC E GTC : CACCGCAAGAACCGTC GAACGE CGTCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCAAAACT
70. MKB93531 SACCCC CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACC CCTGETTGCC : C A GCTGCC 3AGCTTCTCCTCC ¢ GTC : CACCGCAAGAACCGTC GAACG CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCARAACT
71. MKB93530 SACC CTCTACCCGGCCACCCTTSTCTACT CTGTTGCC : SCALG SCTGCC SAGCTTCTCCTCC C STC : “ACCGCAAGAACCGTC SAACE CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
72. MKB93527 SACCCC CTCTACCCGGCCACCCTTSTCTACT CTGTTGOC : S0 A GCTGCC SAGCTTCTCCTCC C GTC : CACCGCAAGAACCGTC GAACG CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
73. MiKB93525 CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACT STTG SCAGCGATGC TG C 5 3 5 SGTG G CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
74. MKB93524 € CTCTACCCGGCCACCCTTETCTACT CTGTTGOC S CAGCEATGC TG : : 5 E SAAC SGTGAACE CGTCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAARACT
75. MKB93523 CTCTACCCEECCACCCTTSTCTACT STTG SCAGCE GCC C g 5 5 CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
76. MKB93522 SACCCC CTCTACCC CTTGTCTACC CCTGETTGCC : 0 A GCTGCC 3AGCTTCTCCTCC ¢ GTC : CACCGCAAGAACCGTC GAACG CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCARAACT
77. MKBY93518 SACC CTCTACCCGGC STCTAC CCTGTTGCC : SCAG GCTGCC SAGCTTCTCCTCC 18 3 : “ACCGCAAGAACCGTC GAACG CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
78. MKB93517 SACCCC CTCTACCCGGCCACCCTTSTCTAC CCTETTGOC : O AL SCTGCC SAGCTTCTCCTCC el STC : “ACCGCAAGAACCGTC SAACE CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
79. MiKB93516 ACC CTCTACCCGGCCACCCTTSTCTAL CTGTTGOC : SCAG GCTGCC sAGCTTCTCCTOC G GTC ; CACCGCAAGAACCGTC GAACE CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
80. MKB93514 CTCTACCC 3 STTG SCEATGECTG 5 e 5 SGTG G CGTCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAARACT
81. MK893511 E : : 500 C 5 SAAC 5 CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCARAACT

82. MKB93510
83. MKB93508
84, MKB93507

CETCTGAGCATGAGAGC RATAATAATCCAGTCAAAACT
CETCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCAAAACT
CGTCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCAAAACT
85 MKB93505 CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
86. MKB93502 cC G CGTCTGAGCATGAGAGCHATAATAATCCAGTCAAAACT
87. MKBS93501 G C o £ £ G £ LN GCC C GECCCGTETCC 5 'TC\:\JT\:AACGATT\:\:CGTCT\JA\:CAT\:A\:A\JC IATAATAATCCAGTCAAAACT
88, MKB93498 A CCCC -TC -CC “CACCC GTC i} CTG& GCC - CAG zCTGCC 2 . - TCCTCC CCCGIGTCC : “AC E 5. CGTC & CETCTGAGCATGAGAGCBATAATAATCCAGTCAAAACT
89, MKB93497 SACC TC CC - C. C GTC - CTG& FC - GCAG zCTGCC 2 . - TCCTCC -C GTC i} “AC " 5. CGTC 3 e CETCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCAAAACT
90. MKE93495 CGTCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCAAAACT
91. MKB93494 CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
92 MKB93491 CGTCTGAGCATGAGAGCEATAATAATCCAGTCAAAACT
93 MKBE93440 CGTCTGAGCATGAGAGCMATAATAATCCAGTCAAAACT
§4. MKB93489 G G GAGAGCHATAATAATCCAGTCAAAACT
95 MKB93486 CETCTGAGCATGAGAGC BATAATAATCCAGTCAAAACT
96. MKB93485 CETCTGAGCATGAGAGCBATAATAATCCAGTCAAAACT
97. MKB93483 CGTCTGAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
98, MKB93482 - GGEC 5CG G AGH GG G GG GGCGTCTGAGCATGAGAGC HATAATAATCCAGTCAAAACT
99 MKB93481 Hefele e CT\..TACCCGGC.C.ACL\..TT\:TC.TACC 3GACCTEGITGCCTCG GCC sAGCTTCTCCTCCCCGEGCCCETETCCGCCEEGEACACCGCAAGAACCGTCGGTGAACGATTGEC GTCTCAGCATGAGAGC MATAATAATCCAGTCAAAACT
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FIGURA 3. ALINHAMENTO DE 99 SEQUENCIAS DA REGIAO ITS1 DO DNA RIBOSSOMAL DE H. CAPSULATUM (CONTINUACAO).
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4.2.1.2 Desenho de novo conjunto primers e sonda de hidrdlise para H. capsulatum

Diante das variagdes nucleotidicas observadas na regido ITS de diversos isolados de H.
capsulatum, optou-se por desenhar novos primers ¢ sonda de hidrdlise para a detec¢ao de H.

capsulatum por qPCR.

Quatro novos conjuntos de primers ¢ sonda de hidrolise foram gerados pelo software
Geneious, a fim de se obter um tamanho de produto de PCR entre 80-130 pb e para se

hibridizarem a regido mais conservada da sequéncia ITS de H. capsulatum (Figura 4).

As sequéncias dos novos primers, temperatura de melting (TM), porcentagem de
guanina (G) e citosina (C), e tamanhos dos amplicons, estdo descritos na Tabela 3, onde; MGB:

Minor Groove Binder; NFQ: Non-Fluorescent Quencher.

Identificagdo Sequéncia 5'® 3’ Tm ((;/OC (p;g:p ciiclz:se)
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0

HcITS-205R ACGGTTCTTGCGGTGTCC 60,0 61,1 100 pb
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0

HcITS-206R GACGGTTCTTGCGGTGTCC 61,3 63,2 101 pb
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0

HcITS-207R CGACGGTTCTTGCGGTGTC 61,7 63,2 102 pb
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0

HcITS-207R’ CGACGGTTCTTGCGGTGT 60,7 61,1 102 pb

HclITS-127P  6FAM-TCGGCGGGCCTGCAGCGA-MGB-NFQ 69,7 77,8 -

TABELA 3. CONJUNTOS DE PRIMERS E SONDA PARA DETECCAO DE HISTOPLASMA CAPSULATUM GERADOS PELO
SOFTWARE GENEIOUS.

A regido sublinhada do primer HcITS-106F compartilha a sequéncia do primer HeITS-
54F, utilizada no estudo de Buitrago et al., (2013).

Para o presente estudo, o conjunto de primers/sonda HcITS-106F/HcITS-205R/HclITS-

127P foi escolhido para sintese.
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FIGURA 4. CONJUNTOS DE PRIMERS E SONDA PARA A REGIAO CONSERVADA DE ITS DO DNA RIBOSSOMAL DE H. CAPSULATUM GERADOS PELO SOFTWARE GENEIOUS.
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4.2.1.3 Primers e sonda para o gene da beta-actina

Com o objetivo de monitorar a extracao de acidos nucleicos até a andlise final dos dados,
o gene da beta-actina foi eleito como controle interno da reagao (CI). O fragmento amplificado
deste gene, juntamente ou ndo, com as sequencias alvo ITS de H. capsulatum, valida as reagdes
para o fungo. A auséncia do amplicon de beta-actina indica a presenca de inibidores da qPCR
ou falhas nos procedimentos durante o processo pré-analitico e analitico. Assim, com base na
sequéncia nucleotidica do gene da beta-actina, foram desenhados um par de primers e uma

sonda marcada com o fluoréforo VIC, especificos para esse gene (Tabela 4).

Y Amplicon
Identificacao Sequéncia 5’® 3° Tm ’ (pares de
GC
base)
B-act 862F GCACTCTTCCAGCCTTCCTT 60,0 55,0 11 ob
B-act 972R GTTGGCGTACAGGTCTTTGC 59,8 55,0 P

B-act 884P  VIC-TGGGCATGGAGTCCTGTGGCA-MGB-NFQ 66,2 61,9 -

TABELA 4. PRIMERS E SONDA DO GENE DA BETA-ACTINA ELEITO PARA CONTROLE INTERNO DA REACAO.

422 gPCR

A gPCR foi realizada de acordo com a metodologia apresentada no artigo de Amorim-
Conselheiro et al., (2019) com modificacdes, seguindo as instru¢des do fabricante, e visando a
regido ITS1 do DNA ribossomal de H. capsulatum. A sequéncia alvo foi amplificada em uma
reacdo final de 12ul contendo 1X Maxima Probe Master Mix qPCR (2X) (Thermo Fisher
Scientific, EUA), 0,2 uM de cada primer, 0,2 uM de sonda e 2ul. de DNA extraido da amostra.

A gPCR foi realizada usando um termociclador QuantStudio 3 do Laboratdrio de
Micobacteriologia do INPA, gerando amplicons de 100 pares de base de comprimentos da
sequéncia do DNA ribossdémico do Histoplasma capsulatum. Controles positivo (DNA do H.
capsulatum) e negativo (dgua MiliQ) foram incluidos em cada ensaio qPCR. O DNA humano

foi usado como controle exdégeno. Sendo gene B-actina o controle interno.

4.2.3 Padronizacdo da reacdo de qPCR desenvolvida
4.2.3.1 Curva padrao

Foi realizada diluicdo do DNA H. capsulatum (Cepa FTM 1437) a partir da
concentracdo de 11ng/uL para 1,1ng, 0,11 ng, 0,011 ng, 0,0011 ng, 0,00011 ng (110 fg) em
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agua MiliQ; para a construgdo de uma curva padrdo e os pontos de cruzamento (ciclo limiar ou
cycle threshold -ct) foram obtidos para calcular o nimero de copias para cada qPCR a ser
realizada. A reacao de qpCR foi realizada como descrito no item 4.2.2; utilizando 2 uL. do DNA
diluido e a beta- actina como controle interno. A eficiéncia da reacio e calculo do R? foram
calculados pelo software QuantStudio ™ Design & Analylis Software 1.3.1.

O limite de detecc¢do foi determinado pela menor concentragdo de DNA que cruzou o
ciclo limiar.

4.2.3.2 Determinacao do erro experimental

O erro experimental foi calculado a partir de trés dilui¢des seriadas do controle positivo,
DNA de H. capsulatum (Cepa FMT 1347) de 1,1 ng para 0,11 ng ¢ 0,011 ng/uL em tubos
eppendorf com dgua MiliQ. Uma corrida de qPCR foi realizada com 4 réplicas experimentais
de cada uma das 3 concentragdes como descrito no item 4.2.2., utilizando o controle interno
beta-actina, no mesmo dia, utilizando o mesmo lote de reagentes e preparadas por um Unico

operador. Em seguida foram calculadas medias e desvio padrdo, que foi calculado com a

1 .
equagdo s = \/—Z(Yi —,)", sendo n= nimero de amostras, Yi= media dos resultados das
n

amostras e y,= resultado da amostra.

4.2.3.3 Avaliacao de reagdes cruzadas com amostras de DNA de cultura de cepas padrao

Para estudar a possibilidade de reacdes cruzadas in vitro com outros microorganismos
foram realizados conforme padronizado, reagdes de qPCR foram realizadas contemplando
DNA na concentragdo de 20 ng dos fungos Candida albicans (LM 6222), Cryptococcus
neoformans (LM 5428), Cryptococcus gatti (LM 5424),, Aspergillus niger (LM 01), um mix
de Dna dos fungos citados, Fusarium oxysporum (LM 563), DNA das micobacterias
Mycobacterium  abcessus, Mycobacterium  chelonae, Mycobacterium  fortuitum,
Mycobacterium tuberculosis e DNA de H. capsulatum. As amostras de fungos também foram
testadas em PCR com primer para ITS (Pan fungal) para conferir a presenga de DNA

amplificavel.

4.2.3.4 Defini¢ao de sensibilidade e especificidade frente a amostras sabidamente

contaminadas com DNA de cultura de H. capsulatum
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Para definir a sensibilidade e especificidade da metodologia, 2 amostras de DNA de H.
capsulatum (cepas FMT 3417 e 3342) foram diluidas em &4gua MiliQ em diferentes
concentracoes de 20 ng, 2 ng e 0,2 ng/uL, cada amostra foi diluida em triplicata em cada uma
das 3 concentragdes somando 9 dilui¢cdes de cada cepa e 18 diluigdes no total. Estas dilui¢cdes
mais outras 18 amostras negativas (dgua MiliQ) foram submetidas a analise pela qPCR
desenvolvida de acordo com o item 4.2.2, utilizando a beta-actina como controle interno. Sendo
que o operador que executou a qPCR desconhecia quais amostras eram positivas ou negativas.
As amostras ¢ suas concentragoes estao listadas na tabela 9.

Foram feitos os célculos de sensibilidade (S) e especificidade (E) abaixo com os dados
da tabela 5.

S = Verdadeiro Positivo VP/ (Verdadeiro Positivo -VP + Falso negativo- FN) x100

E = Verdadeiro negativo/Verdadeiro Negativo + Falso positivo) x100

Teste Presenca de DNA
Positivo Negativo
Positivo VP FP
Negativo FN VN

TABELA 5. RELACAO DA PRESENCA DE DNA COM O RESULTADO DO TESTE

4.2.4 Reagao com as amostras de solo de cavernas e grutas de Presidente Figueiredo

No estudo da reagdo de qPCR desenvolvida frente a amostras de solo, 30 amostras de
solo oriundos de grutas de Presidente Figueiredo analisadas. As amostras foram coletadas de
diferentes cavernas (Onga, Maroaga e Judeia) e foram extraidas com duas metodologias
distintas de extracdo de DNA de solo, uma comercial (Purelink-Invitrogen) e a metodologia
descrita por Devi et al. 2015, as duas especificas para extracdo de DNA de solo e com o objetivo
de conter os inibidores da PCR comuns nas amostras de solo.

4.2.4.1 Extragdo com metodologia desenvolvida por Devi et al., (2015) com
modificacdes

Com uso de luvas e mascara facial, foi moido vidro de laboratorio esterilizado e
quebrado com pilao e almofariz até tornar-se um po fino. 0,5 g do p6 dE vidro foi transferido

para microtubo de 2ml com 0,5 g de amostra de solo. Foi adicionado 0,5 mL de tampao de
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extracdo de DNA [100 mM Tris, 100 mM EDTA, 1,5 M NaCl (pH 8)] e 5 mg de carvao ativado
em po a mistura de vidro e solo e o tubo foi submetido ao vortex por 5 minutos. O tubo foi
incubado a 65° C por 10 min em banho seco e, em seguida, centrifugado a 12.000 g por 5 min.
Foram transferidos 250 pul do sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga de 2 ml.
Foram adicionados ao sobrenadante 50 pL. de acetato de s6dio [3M (pH 5,2)] e 200 uL. de PEG
[30% (MW-8000)] previamente autoclavados a 121°C por 15 minutos e resfriados a
temperatura ambiente. A mistura foi colocada para precipitar a -20°C durante 20 minutos. E
descongelada lentamente e depois centrifugada a 12.000 g, 5 min. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento suspenso com 200 pl de tampao TE autoclavado (10 mM Tris, 1| mM
EDTA pH 8). Foi adicionado 200 pL da mistura cloroféormio: alcool isoamilico (24:1) e
centrifugada a 12.000 g durante 5 min. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo
e adicionados 200 pl de isopropanol gelado. Foi permitido precipitar durante 5 min e foi
centrifugada a 12.000 g durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com 100 pl etanol a 70% e centrifugado a 12.000 g durante 2 min. O sobrenadante foi

descartado e sedimento foi seco ao ar e dissolvido em 50 uL de tampao TE (pH 8).

4.2.4.2 Extracdo com Kit comercial Purelink (Invitrogen)

O procedimento foi executado de acordo com as instrugdes do fabricante Invitrogen
(2015) a temperatura ambiente (20-25 ° C).

Preparo do lisado: Foram adicionados 600 pl de S1 (Lysis Buffer) ao tubo de esferas.
Em seguida foram adicionadas 0,2 + 0,05 g de solo, os tubos foram bem tampados e depois
submetidos ao vortex. Em seguida foram adicionados100 uL de S2 (Lysis Enhancer), o tubo
foi bem tampado e agitado rapidamente no vortex e incubado a 65 ° C por 10 minutos. E em
seguida homogeneizado horizontalmente por 10 minutos na velocidade maxima no misturador
vortex e posteriormente foi centrifugado a 14.000 x g por 5 minutos. Em seguida até 400 puL
do sobrenadante foram transferidos para um tubo de microcentrifuga limpo com cuidado para
evitar a transferéncia da camada de detritos que se forma sobre o pelet de esferas. Foram
adicionados 250 pl de S3 (Cleanup Buffer) e o tubo foi agitado no vortex imediatamente para
garantir uma dispersao uniforme do S3 e precipita¢do uniforme dos inibidores. Em seguida foi
incubado no gelo por 10 minutos e centrifugado a 14.000 x g por 1 minuto ¢ cerca de 500 puL
do sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrifuga limpo, evitando o sedimento.

Ligacdo do DNA a coluna: Foram adicionados 900 pl de S4 (Biding Buffer) e o tubo

foi agitado no vortex brevemente. Em seguida foram adicionados 700 pL da mistura da amostra
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em um conjunto de tubo de coluna de centrifuga¢do e centrifugados a 14.000 x g por 1 minuto;
o fluxo foi descartado e restante da amostra foi adicionado ao de tubo de coluna de
centrifugacdo e centrifugados a 14.000 x g por 1 minuto; a coluna foi inspecionada para
certificar se toda a mistura da amostra tinha passado para o tubo de coleta, se a amostra
permanecia na coluna, nova centrifugagao 14.000 x g por 1 minuto foi feita.

Lavagem e eluicdo do DNA: coluna de centrifugacdo foi adicionada em um tubo de
coleta limpo, e foram adicionados 500 pl de S5 (Wash Buffer) e o conjunto da coluna de
centrifugacao foram centrifugados a 14.000 x g por 1 minuto, em seguida, o fluxo foi descartado
e conjunto do tubo da coluna de rotagado foi centrifugado o a 14.000 x g por 30 segundos; uma
segunda centrifugacao foi realizada para otimizar a remog¢ao do S5 (Wash Buffer). Em seguida
a coluna de centrifugacdo foi adicionada a um tubo limpo, e foram adicionados adicione 100
uL de S6 (Elution Buffer) e incubado em temperatura ambiente por 1 minuto e o conjunto do
tubo da coluna de rotagdo foi centrifugado a 14.000 x g por 1 minuto e depois coluna foi

descartada e 0 DNA purificado ficou no tubo, pronto para uso e foi armazenado a —20 ° C.

4.2.4.3 Reagdo de qPCR com as amostras de solo

Para avaliacdo da concentracdo e qualidade das amostras DNA de solo obtidas das duas
metodologias de extracdo distintas foi utilizada a espectrofotometria. A concentragdo do DNA
foi verificada através de leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 260 nm, assumiu-
se que uma unidade de absorbancia correspondeu a 50 pg/ml de DNA. Para determinagdo do grau
de pureza do DNA, foram realizadas também leituras em comprimento de onda 280 nm, e calculada

a razao entre as absorbancias 260/280.

Foi realizada qPCR como descrito no item 4.2.2, usando a beta-actina como controle

interno.
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5 RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho estao na forma de artigo, que sera submetida a revista

Iberoamericana de Micologia.
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Resumo

Histoplasma capsulatum é um fungo encontrado no ambiente que causa uma micose profunda,
que se apresenta de forma assintomatica a disseminada. Na forma disseminada acomete
principalmente pacientes com AIDS. Na América do Sul, essa enfermidade ¢ uma das trés
principais que levam o paciente com AIDS a 6bito. Apesar destes fatos poucos estudos
avaliaram sua distribui¢do ambiental. Este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de
reacdo de qPCR para deteccdo de H. capsulatum em amostras de solo de grutas e cavernas do
Municipio de Presidente Figueiredo. Como resultados, foi desenvolvido um novo par de
primers e sonda para detec¢do de H. capsulatum parauso em PCR e PCR em tempo real (qPCR)
tendo como alvo a regido ITS do DNAr. O desenho desenvolvido demonstrou in silico ser tao
ou mais adequado que outras propostas de primers e sonda. O novo conjunto de primers e sonda
foram adequados para a detec¢do do DNA de H. capsulatum obtido de culturas. O conjunto
demonstrou resultados satisfatoérios quanto ao limite de detec¢ao (10 fg/uL), curva padrao
adequada (12 0,97), baixo erro experimental, auséncia de reacdo cruzada com outros organismos
patogénicos e sensibilidade e especificidade adequados. Os experimentos aplicando o novo
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conjunto de primers e sonda em 30 amostras de solo de grutas/cavernas do Municipio de
Presidente Figueiredo demonstraram a presenca de DNA de H. capsulatum em somente uma
amostra. O novo conjunto propicia outra op¢ao mais abrangente quanto as cepas catalogadas.
Enquanto demonstracdo do fungo nas amostras de solo reafirma a necessidade de manter os
cuidados recomendados em cavernas e grutas onde ha morcegos.

Palavras chaves: qPCR, H. capsulatum, desenvolvimento.

1. Introducao

A histoplasmose ¢ causada pelo Histoplasma capsulatum, fungo dimorfico que se
apresenta na forma filamentosa no ambiente ¢ como levedura no organismo hospedeiro
(LINDER & KAUFFMAN, 2019). Segundo Haldar et al., (2017), a histoplasmose ¢ uma
doenca granulomatosa e suas manifestacdes clinicas podem ser classificadas de acordo com o
local (pulmonar, extrapulmonar ou disseminado), duragdao da infeccdo (aguda e cronica) e
padrao de infec¢do (primaria e reativacgao).

A histoplasmose ¢ amplamente distribuida pelo mundo sendo endémica em parte dos
Estados Unidos da América (EUA), na América Central e América do Sul. Casos também sao
reportados na Africa, Oceania e Europa (BAHR et al., 2015; BROWN et al., 2018). No entanto,
0 aumento da importancia epidemioldgica dessa doenca aconteceu devido a pandemia do HIV
(NACHER et al., 2013; WHEAT, 2016). No Brasil, Giacomazzi et al., (2016) observaram
incidéncia de 2,19 hospitalizagoes por histoplasmose a cada 1000 hospitalizagdes. Silva et al.,
(2017) observaram prevaléncia de histoplasmose disseminada de 4,4% e letalidade de 71,3%
em pacientes com AIDS.

A infec¢do por H. capsulatum inicia-se com a inalacdo de microconidios e outros
propagulos infecciosos distribuidos no ambiente (BEERS, 2011). Portanto, a pesquisa desse
agente em amostras ambientais ¢ importante (TAYLOR, STOIANOFF, FERREIRA, 2013;
ROCHA-SILVA et al., 2014). No entanto, apesar de surtos e casos isolados fornecerem dados
sobre a distribui¢ao da doenga (OLIVEIRA, 2014; BENEDICT & MODY, 2016; CORREIA et
al., 2016), poucos estudos pesquisaram a presenga desse agente no ambiente. Entre os estudos
com amostras ambientais deve-se destacar aqueles que fizeram uso de cobaias, como os
realizados por Emmons (1949) e Zeidberg et al., (1952) nos Estados Unidos da América. Mais
recentemente, destacam-se os estudos conduzidos por metodologias moleculares devido a

velocidade, sensibilidade e a nao necessidade do uso de cobaias como os estudos realizados por
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Kikushi et al., (2008) no Japao, Moquet et al., (2012) na Guiana Francesa e Norkaew et al.,
(2013) na Tailandia.

No Amazonas hé relatos de turistas infectados em cavernas proximas a Manaus
(SUZAKI et al., 1995) e deteccao de mamiferos infectados com o fungo na regido de Balbina
(NAIFF et al, 1996). Menescal et al., (2019) observou 89 casos de histoplasmose em 7 anos de
pesquisa com pacientes com HIV/AIDS, com 6bito em 55% dos casos. Souza et al., (2008)
verificaram a histoplasmose como causa de obito em 13% dos pacientes com AIDS
necropsiados.

O presente estudo desenvolveu primers e sondas visando a regido ITS1 do DNA
ribossomal de H. capsulatum com o objetivo de aumentar a abrangéncia de variagdes genéticas
de H. capsulatum, utilizou métodos de validagao da metodologia que verificaram em teste in
silico ser tdo adequado que outras propostas de primers e sonda; foram adequados para a
detec¢do do DNA de H. capsulatum obtido de culturas, demonstrou resultados satisfatorios
quanto limite de detec¢do, curva padrao adequada, baixo erro analitico e auséncia de reacao
cruzada com outros organismos patogénicos. E em experimentos com 30 amostras de solo de
grutas/cavernas do Municipio de Presidente Figueiredo demostraram a presenca de DNA de H.
capsulatum em somente uma amostra. Assim esta metodologia pode ser validada ap6s mais

estudos e pode ser utilizada na detec¢@o ambiental do fungo assim como no diagnostico clinico.

2 Material e métodos
2.1 Cepas padrao

No presente estudo foi utilizado, como padrao na execucao da curva padrao e controle
positivo em todas as reagdes de qPCR, o DNA de dois isolados de Histoplasma capsulatum
(FMT3417 e FMT3342) oriundos da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas e
depositados na Cole¢do de Microrganismos de Interesse Médico do INPA. Esses isolados
tiveram seu DNA extraidos pela metodologia Blood Tissue e Invitrogen por Ivanete de Lima
Sampaio em seu trabalho de dissertagdo intitulado “Seleg¢ao e otimizacdo de protocolos para
detec¢do de Histoplasma capsulatum var. capsulatum por reagdo em cadeia da polimerase”. A
utilizagdo dessas amostras de DNA isolado estd em conformidade com os preceitos do comité
de ética em pesquisa envolvendo seres humanos (CNS 196/96). Sendo que este projeto foi
aprovado no comité de ética em pesquisa (CEP) da FMTAM (SAMPAIO, 2010).

Foram utilizados também, na avaliagdo da reag@o cruzada com outros microorganismos,

DNA extraido pela metodologia de fenol cloroférmio das cepas dos fungos Candida albicans
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(LM 6222), Criptococcus neoformans (LM 5428), C. gattii (LM 5424), Aspergillus niger (LM
01), Fusarium oxysporum (LM563) e também das Micobacterias Mycobacterium abcessus,
Mycobacterium chelonae Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium tuberculosis da colecao

de Microorganismos de Interesse Médico do INPA.

2.2 Amostras de solo

As coletas foram realizadas nas cavernas Maroaga, Judeia e gruta da Onca localizadas
no municipio de Presidente Figueiredo, de acordo com as coordenadas de GPS listadas na tabela
5; dia 19 de fevereiro de 2020, utilizando luvas de procedimento, 6culos de protecdo, mascara

NO95, capa de protecdo e botas plésticas.

A partir de um ponto espacial selecionado por conveniéncia foram coletadas amostras
da camada superficial do solo, no méximo 5 centimetros, seguindo a linha natural das cavernas
de acordo com a presenga de poleiros de morcegos. Foram coletados diferentes tipos de solo
(areia, terra preta) e sedimento (fezes de morcegos, material vegetal em decomposicdo,
pedrisco). As amostras foram coletadas em frascos estéreis (tubos tipo Falcon) de 50 mL e
mantidas em refrigeragdo -20° C até o processamento que foi realizado no Laboratorio de

Micologia do INPA.

2.3 Desenho dos primers e sonda
2.3.1 Anadlise in silico para defini¢do da regido génica alvo de H. capsulatum
A regido génica alvo, ITS1 do DNA ribossomal de H. capsulatum, foi escolhida de

acordo com os estudos de Buitrago et al., (2013) e Amorim-Conselheiro et al., (2019).

Foi realizada uma analise in silico do conjunto de primers/sonda utilizado por Buitrago
et al., (2013), a fim de se verificar: a) a complementariedade dos mesmos sobre a regiao ITS1
do DNA ribossomal de H. capsulatum, na sequéncia consenso, a partir de diversas sequéncias
génicas de H. capsulatum, b) o tamanho do fragmento a ser amplificado por qPCR. Para isso,
foi formado um painel de 99 sequéncias da regiao ITS1 do DNA ribossomal de H. capsulatum,

obtidas do GenBank.

As 99 sequéncias ITS1 de H. capsulatum foram alinhadas em software Geneious (versao

8.1.8). As sequéncias dos primers (HcITS-54F e HcITS-204R) e sonda (HcITS-155), utilizadas
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no estudo de Buitrago et al., (2013), foram inseridas para teste in silico na sequéncia consenso

apos o alinhamento (Figura 5 e 6).

2.3.3 Primers e sonda para o gene da beta-actina

Com o objetivo de monitorar a extracao de acidos nucleicos até a andlise final dos dados,
o gene da beta-actina foi eleito como controle interno da reacao (CI). O fragmento amplificado
deste gene, juntamente ou ndo, com as sequencias alvo ITS de H. capsulatum, valida as reagdes
para o fungo. A auséncia do amplicon de beta-actina indica a presenca de inibidores da qPCR
ou falhas nos procedimentos durante o processo pré-analitico e analitico. Assim, com base na
sequéncia nucleotidica do gene da beta-actina, foram desenhados um par de primers e uma

sonda marcada com o fluoréforo VIC, especificos para esse gene (Tabela 5).

% Amplicon

Identificacao Sequéncia 5°- 3 Tm GC (pares de base)
B-act 862F GCACTCTTCCAGCCTTCCTT 60,0 55,0 111 ob
B-act 972R GTTGGCGTACAGGTCTTTGC 59,8 55,0 P

B-act 884P  VIC-TGGGCATGGAGTCCTGTGGCA-MGB-NFQ 66,2 61,9 -

TABELA 6. PRIMERS E SONDA DO GENE DA BETA-ACTINA ELEITO PARA CONTROLE INTERNO DA REACAO.

2.4 Padronizacio da reacio de qPCR desenvolvida

A gPCR foi realizada de acordo com a metodologia apresentada no artigo de Amorim-
Conselheiro et al., (2019) com modificacdes, seguindo as instru¢des do fabricante, e visando a
regido ITS1 do DNA ribossomal de H. capsulatum. A sequéncia alvo foi amplificada em uma
reacdo final de 12ul contendo 1X Maxima Probe Master Mix qPCR (2X) (Thermo Fisher
Scientific, EUA), 0,2 uM de cada primer, 0,2 uM de sonda e 2ul. de DNA extraido da amostra.

A gPCR foi realizada usando um termociclador QuantStudio 3 do Laboratério de
Micobacteriologia do INPA, gerando amplicons de 100 pares de base de comprimentos da
sequéncia do DNA ribossdémico do Histoplasma capsulatum. Controles positivo (DNA do H.
capsulatum) e negativo (dgua MiliQ) foram incluidos em cada ensaio qPCR. O DNA humano

foi usado como controle exdgeno. Sendo gene B-actina o alvo externo.

2.4.1 Curva padrao
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Foi realizada diluigdo do DNA H. capsulatum (Cepa FTM 1437) a partir da
concentracdo de 11ng/uL para 1,1ng, 0,11 ng, 0,011 ng, 0,0011 ng, 0,00011 ng (110 fg) em
agua MiliQ; para a construcao de uma curva padrao (Figura 9) e os pontos de cruzamento (ciclo
limiar ou cycle threshold -ct) foram obtidos para calcular o numero de copias para cada qPCR
a ser realizada. A reagdo de qpCR foi realizada como descrito no item 2.4; utilizando 2 pL do
DNA diluido e a beta- actina como controle interno. A eficiéncia da reagdo e calculo do R?
foram calculados pelo software QuantStudio ™ Design & Analylis Software 1.3.1.

O limite de detecgao foi determinado pela menor concentragao de DNA que cruzou o
ciclo limiar.

2.4.2 Calculo do erro experimental

O erro experimental foi calculado a partir de trés dilui¢des seriadas do controle positivo,
DNA de H. capsulatum (Cepa FMT 1347) de 1,1 ng para 0,11 ng e 0,011 ng/uL. em tubos
eppendorf com dgua MiliQ. Uma corrida de qPCR foi realizada com 4 réplicas de cada uma
das 3 concentracdes como descrito no item 2.4, utilizando o controle interno beta-actina, no
mesmo dia, utilizando o mesmo lote de reagentes e preparadas por um unico operador. Em

seguida foram calculadas medias e desvio padrdo, que foi calculado com a equagdo s =

1 . . : :
\/— E (Yi—y,)* , sendo n= ntimero de amostras, Yi= media dos resultados das amostras e y,=
n

resultado da amostra.

2.4.3 Avaliacao de reacdes cruzadas com amostras de DNA de cultura de cepas padrao

Para estudar a possibilidade de reacdes cruzadas in vitro com outros microorganismos
foram realizados conforme padronizado, reacdes de qPCR foram realizadas contemplando
DNA dos fungos Candida albicans (LM 6222), Cryptococcus neoformans (LM 5428),
Cryptococcus gatti (LM 5424),, Aspergillus niger (LM 01), um mix de Dna dos fungos citados,
Fusarium oxysourum (LM 563), DNA das micobactérias = Mycobacterium abcessus,
Mycobacterium chelonae Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium tuberculosis € DNA de
H. capsulatum. As amostras de fungos também foram testadas em PCR com primer para ITS

(Pan fungal) para conferir a presenga de DNA amplificavel.

2.4.4 Defini¢do de sensibilidade e especificidade frente a amostras sabidamente contaminadas
com DNA de cultura de H. capsulatum
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Para definir a sensibilidade e especificidade da metodologia, 2 amostras de DNA de H.
capsulatum (cepas FMT 3417 e 3342) foram diluidos em &4gua MiliQ em diferentes
concentracoes de 20 ng, 2 ng e 0,2 ng/uL, cada amostra foi diluida em triplicata em cada uma
das 3 concentragdes somando 9 dilui¢cdes de cada cepa e 18 diluigdes no total. Estas dilui¢cdes
mais outras 18 amostras negativas (dgua MiliQ) foram submetidas a analise pela qPCR
desenvolvida de acordo com o item 2.4, utilizando a beta-actina como controle interno. Sendo
que o operador que executou a qPCR desconhecia quais amostras eram positivas ou negativas.

Foram feitos os célculos de sensibilidade e especificidade abaixo:
Sensibilidade = Verdadeiro Positivo/ (Verdadeiro Positivo + Falso negativo) x100

Especificidade = Verdadeiro negativo/Verdadeiro Negativo + Falso positivo) x100

2.5 Analise de amostras de solo de cavernas e grutas de Presidente Figueiredo

A reagdo de qPCR desenvolvida foi avaliada frente a amostras de solo, 30 amostras de
solo oriundos de grutas de Presidente Figueiredo analisadas. As amostras foram coletadas de
diferentes cavernas e gruta (Onga, Maroaga e Judeia) e seu DNA foi extraido com duas
metodologias distintas, uma comercial (Purelink-Invitrogen) e a metodologia descrita por Devi

et al. (2015), as duas especificas para extracdo de DNA de solo.

3. Resultados

3.1 Desenho dos primers e sondas

As 99 sequéncias ITS1 de H. capsulatum foram alinhadas em software Geneious (versao
8.1.8). As sequéncias dos primers (HcITS-54F e HcITS-204R) e sonda (HcITS-155), utilizadas
no estudo de Buitrago et al., (2013), foram inseridas para teste in silico na sequéncia consenso
apos o alinhamento (Figura 5 e 6).

Pelo alinhamento foi possivel verificar a existéncia de variagdes nucleotidicas em
sequéncias de H. capsulatum, inclusive em locais de hibridizagdo do primer reverse HclTS-
204R e da sonda HcITS-155. Também foi possivel constatar que o tamanho do produto da PCR
com os primers HcITS-54F e HcITS-204R seria de 154 pares de bases (pb).
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FIGURA 5. ALINHAMENTO DE 99 SEQUENCIAS DA REGIAO ITS1 DO DNA RIBOSSOMAL DE H. CAPSULATUM.
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FIGURA 6. ALINHAMENTO DE 99 SEQUENCIAS DA REGIAO ITS1 DO DNA RIBOSSOMAL DE H. CAPSULATUM (CONTINUACAO)
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Desenho de novo conjunto primers e sonda de hidrélise para H. capsulatum
Diante das variagdes nucleotidicas observadas na regido ITS de diversos isolados de H.
capsulatum, optou-se por desenhar novos primers ¢ sonda de hidrdlise para a detec¢ao de H.

capsulatum por qPCR.

Quatro novos conjuntos de primers e sonda de hidrdlise foram gerados pelo software
Geneious, a fim de se obter um tamanho de produto de PCR entre 80-130 pb e para se

hibridizarem a regido mais conservada da sequéncia ITS de H. capsulatum (Figura 7).

As sequéncias dos novos primers, temperatura de melting (TM), porcentagem de
guanina (G) e citosina (C), e tamanhos dos amplicons, estao descritos na Tabela 7, onde; MGB:

Minor Groove Binder; NFQ: Non-Fluorescent Quencher.

Identificacdio Sequéncia 5'- 3’ Tm %GC ;Z;” é’:;’; ©
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0
HcITS-205R ACGGTTCTTGCGGTGTCC 60,0 61,1 100 pb
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0
HcITS-206R GACGGTTCTTGCGGTGTCC 613 632 101 pb
HcITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0
HeITS-207R CGACGGTTCTTGCGGTGTC 61,7 632 102 pb
HITS-106F TTGTCTACCGGACCTGTTGC 60,0 55,0
HcITS-207R’ CGACGGTTCTTGCGGTGT 60,7 61,1 102 pb
HeITS-127P  6FAM-TCGGCGGGCCTGCAGCGA-

MGB-NFQ 69,7 77,8 -

TABELA 7. CONJUNTOS DE PRIMERS E SONDA PARA DETECCAO DE HISTOPLASMA CAPSULATUM GERADOS PELO
SOFTWARE GENEIOUS

A regido sublinhada do primer HcITS-106F compartilha a sequéncia do primer HclTS-
54F, utilizada no estudo de Buitrago et al., (2013).

Para o presente estudo, o conjunto de primers/sonda HcITS-106F/HcITS-205R/HclITS-

127P foi escolhido para sintese.



Caonsensus

ldentity

|d—h hh s e aaa s O IR LR 2

SomuomeLL=D

21.

L o o N R IRTAFRIRFRIRTATRIRTSTR VTP TR T
60 = G0 N e 0 P = (33 00 00 i 09 0 5 10— (0 (00 00 1 £ O 5 L ) = 0 060 60 = £ O 01D

59.

MKE93571

MKE93569

MKBI35E6

MKE93565

MKBY3EE1

MK203472

MKE93552

MKEI3549

MKE93548

MKE3547
MKBA3546
MKB93562
MKE93559
KY7926833
KP132281
KP132288
KP132279
KP132276
KP132275
KP132268
MKE93555
MKB33553
. MKB83557
MKB33536
. MK283520
. MKB83504
MKB33573
. MKB3544
. MKB83537
MKB93526
. MKB83520
. MKB83519
MKa33493
. MKB93433
MK893492
. MK203424
. MKBB3478
MKB33478
. MKBA3477
. MKB83473
MKB33521
. MKB33508
. MKB83496
MKa33488
. MKB33480
MKB93543
. MKBO3535
. MKB23538
MKB33535
. MKB3534
- MKB83532
MKB33513
. MKB33503
- MKB83487
MKE3476
. KATS6764
MKBI3574
. MKBO3560
MKE93516

52

LA\:TC.AAAAC‘
CCATAATAATCCAGTCAARAC!
GATAATAATCCAGTCAAAAC
CGATAATAATCCAGTCAARAC!
CEATAATAATCCAGTCAAAAC!
-GATAATAATCCAGTCAAAAC
ATAATAATCCAGTCAAAAC

CCCCTCTACCCGGCCAT
CCCCTCTAC CCAC
CCCCTCTAC GCCAC
CCCCTCTA GCCAC

TEAACGATT
TGAACGATT
T\:AAE.\JATT

CCCCTCTACC CCAC CEATAATAATCCAGTCAAAAC!
CCCCTCTACCCGGCCAC GATAATAATCCAGTCAAAAC
CCCCTCTAC CCAC CGATAATAATCCAGTCAARAC!

CEATAATAATCCAGTCAAAAC!
'\:‘ATAATAATCCA\:TC.AAAAC‘

G

GATAATAATCCAGTCAAAAC!
C ATAATAATCCAUTCAAAAC‘

TEAACGATT
TGAACGATT
T\:AAE.\JATT

ce. petnalone
CGATAATAATCCAGTCARAAC!
GATAATAATCCAGTCAARAC!
CEATAATAATCCAGTCAAAAC!
GATAATAATCCAGTCAAAAC
CCATAATAATCCAGTCAARAC!
. CGATAATAATCCAGTCAAAAC!
'ATL:AL:A\:C\:‘ATAATAATCCA\:TC.AAAAC‘

sTTGCCTC
'TT\JLCTC

TEAACGATT
TGAACGATT TG . AG C ATMTMTCCA\JTLAAMC‘
TGAA E.uATT CTGAGC GAG

GATAATAATCCAGTCARAAC
ATAATAATCCAGTCAARAC!
ATAATAATCCAGTCAAAAC!
CCATAATAATCCAGTCAARAC!
CHATAATAATCCAGTCARAAC!

CCCCTCTACCCGGCCAT
CCCCTCTACCCGGCCACCCTTGTCTACT

GCGATGCTEC sAGCTTCTCCTCCC

FIGURA 7. CONJUNTOS DE PRIMERS E SONDA PARA A REGIAO CONSERVADA DE ITS DO DNA RIBOSSOMAL DE /. CAPSULATUM GERADOS PELO SOFTWARE GENEIOUS.
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3.2 Padronizagio das reacoes de PCR em tempo real

3.2.1 - Curva padrao

Com o objetivo de avaliar a cinética de reagdo e a qualidade dos primers e sonda, as
eficiéncias e correlagdes lineares (R2) das reagdes de amplificacdo foram avaliadas. Para tanto,
foram construidas curvas padrao (Figura 9) usando 2 pL de dilui¢des decimais seriadas (11 ng
a 110 fg de DNA de H. capsulatum/nL) dos controles positivos FMT3417. A eficiéncia para o
conjunto de sonda e primers para o Histoplasma capsulatum foi 92,31% e a correlacdo (R2)

0,97 (Figura 9).

JLLTUTTs

ARn

a1 -

oot

H: Be Bc EHC WMCE BHF B BH

FIGURA 8. CURVAS DE AMPLIFICACAO COM AMOSTRAS EM QUADRUPLICATA DE DILUICOES EM SERIE DE 10
VEZES CORRESPONDENDO A 11 NG (A), 1,1 NG (B), 0,11 NG (C), 0,011 NG (D) E 0,0011 (E) E 0,00011 NG (110 FG)
DE DNA DE H. CAPSULATUM/ pL; COM DOIS CONTROLES NEGATIVOS (G E H).
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FIGURA 9. CURVA PADRAO PARA H. CAPSULATUM, COM R?: 0,97; SLOPE: -3,521; EFICIENCIA: 92,31%,
REPRESENTANDO A REGRESSAO LINEAR PARA CICLO LIMIAR (CYCLETHRESHOLD-CT) VERSUS QUANTIDADE
DE DNA (NG) POR CADA 2ul. USADOS EM CADA DE REACAO.

Foram realizados experimentos com concentragdes mais baixas de DNA que foram

capazes de amplificar até reacdes de 10 fg/uL de uma forma mais instavel e assumimos esse

como limite de detec¢ao da reagao.

3.2.2 — Célculo do erro experimental

O erro experimental foi calculado a partir de trés dilui¢cdes seriadas do controle positivo,

DNA de H. capsulatum (Cepa FMT 3342) de 1,1 ng para 0,11 ng e 0,01 ng/uL em microtubos

com agua MiliQ em corrida de qPCR realizada com 4 réplicas de cada uma das 3 concentragdes

como descrito no item 2.4, utilizando o controle interno beta-actina, utilizando o mesmo lote

de reagentes e preparadas por um Unico operador, tem seus resultados assim como de medias e

desvio padrao exibidos na tabela 8.

Concentracao Ct Ct Ct Ct Ct Desvio % Erro

(ng/nL)/ cepa Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Meédio Padrao experimental
LU(EMT 3342) 53 34446 2252621 2247459 2240644 22,448 0,094 0417218
0.1/ (FMT 3342) 5587078 25,8575 25,79805 2581154 25,825 0,030 0,116164
0.01/(FMT3342) 31 11742 31,13474 31,13474 31,04158 31,129 0,010 0,032118
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TABELA 8. RESULTADOS DO ENSAIO CALCULO DO ERRO EXPERIMENTAL.

3.2.3 Amplificagdo de DNA de cultura de cepas padrao: verificagdo de reagdes cruzadas

Para estudar a possibilidade de reacdes cruzadas in vitro com outros microorganismos
foram realizados conforme padronizado, reacdes de qPCR contemplando DNA na concentragao
de 20 ng dos fungos Candida albicans (LM 6222), Criptococcus neoformans (LM 5428),
CrYptococcus gatti (LM 5424), Aspergillus niger (LM 01), um mix de Dna dos fungos citados,
Fusarium oxysourum (LM 563), DNA das micobacterias = Mycobacterium abcessus,
Mycobacterium chelonae Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium tuberculosis € DNA de
H. capsulatum. As amostras de fungos também foram testadas em PCR com primer para ITS

(Pan fungal) para conferir a presenga de DNA amplificavel.

As reacdes ndo apresentaram reatividade cruzada com os fungos e micobactérias
testados € 0 DNA de H. capsulatum assim como o DNA alvo apresentaram curva de deteccao.

Resultados estdo na tabela 9.

Amostras (Plzglll?lllrll;gsal) qPCR
DNA de cultura C. albicans (LM 6222) + Negativo
DNA de cultura C. neoformans (LM 5428) + Negativo
DNA de cultura C. gattii (LM 5424) + Negativo
DNA cultura de Aspergillus niger (LM 01) + Negativo
DNA cultura de Fusarium oxysporum (LM 5634) + Negativo
DNA da cultura de Candida albicans, C. neoformans e Aspergillus niger + Negativo
DNA de cultura de Mycobacterium abcessus* NR Negativo
DNA de cultura de Mycobacterium chelonae* NR Negativo
DNA de cultura de Mycobacterium fortuitum* NR Negativo
DNA de cultura de Mycobacterium tuberculosis* NR Negativo
DNA de cultura de H. capsulatum (FMT 34 17) + Positivo
DNA de cultura de H. capsulatum (FMT 3342) + Positivo

NR - Reagdo ndo realizada. *DNA extraido e identificado pela metodologia de Ledo et al., 2004.

TABELA 9. RESULTADOS DA AVALIACAO DE REACOES CRUZADAS COM FUNGOS QUE PODEM ESTAR PRESENTES
EM AMOSTRAS CLINICAS E NO MEIO AMBIENTES INTERFERINDO NA ESPECIFICIDADE DA REACAO.

3.2.4 Avaliacao da sensibilidade e especificidade da qPCR frente a amostras contaminadas com
DNA de cultura de H. capsulatum

Na definicdo da sensibilidade e especificidade da metodologia, 2 amostras de DNA de

H. capsulatum (cepas FMT 3417 e 3342) foram diluidos em agua MiliQ em diferentes
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concentragdes de 20 ng, 2 ng e 0,2 ng/pL, cada amostra foi diluida em triplicata em cada uma
das 3 concentracdes somando 9 dilui¢cdes de cada cepa e 18 dilui¢des no total. Estas dilui¢des
mais outras 18 amostras negativas (agua MiliQ) foram submetidas a analise pela qPCR. Foram
feitos os calculos de sensibilidade e especificidade. Os resultados dos testes de sensibilidade e

especificidade foram de 100% (Tabela 10).

Teste Presenca de DNA
Positivo Negativo
Positivo 18 0
Negativo 0 18

TABELA 10. RESULTADOS DA RELACAO DA PRESENCA DO DNA COM O RESULTADO DO TESTE

3.2.5 Avaliagdo da ferramenta com amostras de solo das cavernas de Presidente Figueiredo

Com a finalidade de avaliar a reacao de qPCR desenvolvida frente a amostras de solo,
30 amostras de solo oriundos de grutas de Presidente Figueiredo analisadas. As amostras foram
coletadas de diferentes cavernas e foram extraidas com duas metodologias distintas de extragao

de DNA de solo. Os resultados podem ser vistos na tabela 11.

Amostra Caverna Coodenadas do GPS lliﬁ-?llicnal? Etxgi(l;z(l) 5]))eVl
1 Maroaga 2°02'42.0"S 59°59'36.9"W Negativo Negativo
2 Maroaga 2°02'42.1"S 59°59'36.5"W Negativo Negativo
3 Maroaga 2°02'41.9"S 59°59'36.9"W Negativo Negativo
4 Maroaga 2°02'41.5"S 59°59'37.4"W Negativo Negativo
5 Maroaga 2°02'41.8"S 59°59'37.0"W Negativo Negativo
6 Maroaga 2°02'41.9"S 59°59'36.9"W Positivo Negativo
7 Maroaga 2°02'41.8"S 59°59'36.7"W Negativo Negativo
8 Maroaga 2°02'41.8"S 59°59'37.0"W Negativo Negativo
9 Maroaga 2°02'42.0"S 59°59'36.9"W Negativo Negativo
10 Maroaga 2°02'41.7"S 59°59'36.6"W Negativo Negativo
1 Onca 2°02'42.0"S 59°59'37.0"W Negativo Negativo
2 Onca 2°03'10.2"S 59°58'04.8"W Negativo Negativo
3 Onga 2°03'09.9"S 59°58'04.6"W Negativo Negativo
4 Onca 2°03'11.1"S 59°58'04.8"W Negativo Negativo
5 Onga 2°03'10.3"S 59°58'04.6"W Negativo Negativo
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6 Onca 2°03'10.7"S 59°58'05.0"W Negativo Negativo
7 Onga 2°03'11.1"S 59°58'04.5"W Negativo Negativo
8 Onca 2°03'10.7"S 59°58'04.7"W Negativo Negativo
9 Onga 2°03'10.3"S 59°58'04.5"W Negativo Negativo
10 Onca 2°03'10.0"S 59°58'04.8"W Negativo Negativo
1 Judeia 1°59'13.2"S 60°03'34.7"W Negativo Negativo
2 Judeia 1°59'12.4"S 60°03'34.4"W Negativo Negativo
3 Judeia 1°59'11.4"S 60°03'35.7"W Negativo Negativo
4 Judeia 1°59'11.6"S 60°03'35.5"W Negativo Negativo
5 Judeia 1°59'11.5"S 60°03'35.5"W Negativo Negativo
6 Judeia 1°59'11.7"S 60°03'35.5"W Negativo Negativo
7 Judeia 1°59'11.6"S 60°03'35.2"W Negativo Negativo
8 Judeia 1°59'12.0"S 60°03'35.3"W Negativo Negativo
9 Judeia 1°59'11.7"S 60°03'35.7"W Negativo Negativo
10 Judeia 1°59'12.5"S 60°03'36.5"W Negativo Negativo

TABELA 11. LOCALIZACAOPOR GRUTA/CAVERNA E POR GPS DAS AMOSTRAS COLETADAS EM PRESIDENTE
FIGUEIREDO E OS RESULTADOS DA QPCR.

4 Discussao

No presente trabalho foi desenvolvido um novo par de primers e sonda para detecgdo
H. capsulatum para uso em tempo real (QPCR) tendo como alvo a regido ITS do DNAr. O
desenho desenvolvido demonstrou in silico ser tdo ou mais adequado que outras propostas de
primers e sonda. O novo conjunto de primers e sonda foram adequados para a deteccao do DNA
de H. capsulatum obtido de culturas. O conjunto de primers e sonda demonstrou resultados
satisfatorios quanto limite de detec¢do, curva padrdo adequada, baixo erro experimental,
auséncia de reacdo cruzada com outros organismos patogé€nicos e sensibilidade e especificidade
adequados. Os experimentos aplicando o novo conjunto de primers e sonda em 30 amostras de
solo de grutas/cavernas do Municipio de Presidente Figueiredo demonstraram a presenca de
DNA de H. capsulatum em uma amostra de solo. Esses resultados fornecem nova opgao de
detec¢do do fungo H. capsulatum com bons resultados que pode ser usado para diagndstico
clinico, assim como na detec¢do ambiental.

O uso das metodologias moleculares tem se tornado cada vez mais frequentes no
diagnostico pois existem varios microrganismos como o H. capsulatum de dificil e prolongada
detecgdo por cultivo e de acordo com Vasconcellos et al., (2020) tém o potencial de facilitar a
rotina diagnostica de histoplasmose em muitas circunstancias. Este estudo foi o primeiro a

aplicar a metodologia de qPCR em amostras ambientais da regido Norte para detec¢ao de H,
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capsulatum. Essas amostras pertencentes a cavernas e gruta do municipio de Presidente
Figueiredo revelaram a presenga do fungo H. capsulatum.

Este estudo que utilizou primers e sonda desenvolvidos a partir do banco de dados
BLAST (NCBI) e testados do software de alinhamento Geneious, nos levou a uma nova reagao
como opc¢ao para estudos ambientais como também clinicos. Existem outras alternativas de alvo
na regido do ITS para os primers para qPCR como os utilizados por Martagon-Vilamil et al.,
(2002), Buitrago et al., (2013) e Amorin-Conselheiro et al., (2019) que estudaram outras
sequencias do alvo HC Its do RNA; (Tabela 12).

Autor, ano Primer qPCR Sequéncias dos primers e sonda

Buitrago et al., 2006 Hecits 1-1 5'-CCACCCTTGTCTACC-3'
Hcits 1-2 5'-GGAACCAAGAGATCCGT-3'
Probes HC1-Fluos 5'GTCGGTGAACGATTGGCGT3'-
LCFluorescein HC1-Red 5'LCRED640-
GAGCATGA GAGCGATAATAATCCAGT3'-
(Tibmolbiol)

Simon et al., 2009 HcITS-167F 5'-AACGATTGGCGTCTGAGCAT-3'
HcITS-229R 5 '-GAGATCCGTTGT T GAAAGTTTTGA-3’
HcITS-188P 5'-6-FAM-AGAGCGATAATAATCC-MGB-3'.
Buitrago et al., 2013 HcITS-54F 5 -ACCCTTGTCTACCGGACCTGTT-3"
HcITS-204R 5 -TTTTGACTGGATTATTATCGCTCTCA-3'
HcITS-155 5 FAM-CGGTGAACGATTGGCGTCTGAGC-
TAMRA-3"
Conselheiro ef al., 2019 HcITS-54F 5 ~AACCCTTGTCTACCGGACCTGTT-3'
HcITS-204R 5" -TTTTGACTGGATTATTATCGCTCTCA-3"
HcITS-155 5' FAM-CGGTGAACGATTGGCGTCTGAGC-
TAMRA-3"
Estudo atual, 2021 HcITS-106F 5 -TTGTCTACCGGACCTGTTGC-3'
HcITS-205R 5°-ACGGTTCTTGCGGTGTCC-3"
HcITS-127P 5 -FAMTCGGCGGGCCTGCAGCGA-MGB-3"

TABELA 12. ESTUDOS REALIZADOS COM QPCR COM ALVO NA REGIAO ITS DO H. CAPSULATUM.

O desenho do primer foi desenvolvido para regido ITS do H. capsulatum tendo como
referéncia os primers e sonda descritas por Buitrago et al., (2013) e Amorim-Conselheiro et al.,
(2019) com modifica¢des ao desenho destes, com o objetivo de aumentar sensibilidade, pois o
desenho inicial em avaliagdo in silico por meio de comparagdo de sequencias no banco de dados
publico BLAST ndo comtemplava todas as variagdes genéticas encontradas. Foi realizado o
alinhamento das sequencias de Its do DNA do H. capsulatum no software Geneious,

amplamente utilizado. O alinhamento apresentou auséncia de discrepancias entre as sequencias
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de DNA de H. capsulatum analisadas, ou seja, os primers e sonda seriam capazes de amplificar
todos as amostras de DNA de H. capsulatum testadas, diferente dos primers utilizados pelos
autores acima. Apos desenho também foi realizada uma avaliagdao in silico por meio da
comparacao das sequéncias dos primers ¢ sondas com sequencias de banco de dados publicos
disponiveis, a fim de verificar as similaridades com outros organismos.

A gqPCR com os primers e sonda desenhados apresentou limite de detec¢ao de 10fg de
DNA/uL. Este resultado (10fg) ¢ satisfatério e similar a outros ensaios de qPCR utilizados em
rotina laboratorial; mesmo encontrado por Buitrago et al., 2013 que comparou protocolos de
PCR, dentre eles duas qPCR para deteccdo de H. capsulatum que apresentaram sensibilidade
para concentragdes de 10 fg do DNA alvo/pL assim como Simon et al., 2010). Lopez et al.,
2017 desenvolveu qPCR que alcangou sensibilidade de 1 fg de DNA/uL, assim como Gago et
al., 2014, que apresentou qPCR com limite de detec¢ao de 1fg/uL. Como esperado os resultados
foram superiores a pesquisas com Nested PCR, como o estudo de Moquet et al., (2013) que
encontrou limite de deteccdo de 1 pg e Gomez et al., (2018) que alcancou limite de detecgdo de
0,1 pg/uL de DNA.

A curva padrao para o conjunto de primers e sondas desenvolvido no presente trabalho
apresentou slope -3,521, eficiéncia 92,31%e coeficiente de regressdo, R? = 0,97, o que esta de
acordo com esperado conforme o fabricante Apliebiosystem (2015) que preconiza eficiéncia de
100% que corresponde a um valor amplificagdo de exponencial de 2, indicando a duplicagdo
do DNA molde a cada ciclo; slope 3,32 e R? 1, valor que indica um ajuste perfeito entre a linha
de regressao os pontos de dados. O que mostra que a reagao testada ¢ adequada para detecgao
do H. capsulatum em amostras clinicas e ambientais. Simon et al (2010) encontrou slope de -
3,35 e R? de 0,998848. Enquanto Kikushi et al., (2008) observou R?>= 0,999 e Lopez et al.,
(2017) obteve R?>0,99.

No experimento que avaliou o erro experimental, os desvios padrao foram menores que
1% do valor médio. Esse tipo de erro experimental baixo é esperado nesse tipo de equipamento.

Os experimentos para testagem de reacao cruzada dos primers com o DNA de amostras
de outros microorganismos, foi realizado com outros fungos patogénicos, fungos do ambiente
que podem ser contaminantes da reagdo € com micobactérias que promovem doenga com
sintomas similares ao da histoplasmose. Os resultados foram os mesmos observados em
trabalhos prévios com qPCR, como Babady et al., (2011) que descreveu auséncia de deteccao
frente a outros microorganismos assim como nos experimentos executados por Simon et al.,

(2010) Babady et al., (2011), Koempsell et al., (2012) e Lopez et al., (2017)
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No experimento de avaliagdo de sensibilidade e especificidade utilizando-se 18
amostras sabidamente positivas e 18 amostras sabidamente negativas e dois operadores
distintos onde um preparou as amostras ¢ o segundo analisou as amostras; a sensibilidade e
especificidade alcancadas foram de 100%. Esse resultado era esperado e similar ao encontrado
em outras pesquisas como Babady et al., (2011) que encontrou sensibilidade de 94,5%;
Martagon-Vilamil et al., (2002) e Lopes et al., (2017) que alcancaram 100 % de sensibilidade.

Nas condic¢des experimentais a reagdo de qPCR foi positiva para H capsulatum em 1
das 30 amostras de solo avaliadas. Possivelmente os resultados foram mascarados pela presenca
de 4cidos humicos no solo que inibem reacdo de PCR. As metodologias de extracdo devem ser
aperfeicoadas com mais etapas para retirada dos inibidores da PCR para posterior uso. A
deteccao do fungo neste ambiente de turismo e lazer, sugere que este pode ser um local de
infeccdo e possivel surto futuro portanto medidas de precaucdo e informag¢do podem ser
tomadas como preven¢ao; como ja ocorre no presente, algumas areas com maior nimero de
morcegos tém circulacao restrita.

Além de confirmar a presenca do fungo H. capsulatum na caverna Maroaga, o que eleva
a importancia das medidas de seguranca que mantem o distanciamento das pessoas dos
ambientes mais frequentados pelos morcegos, ja disseminadas nessa caverna; que permite a
entrada de pessoas até 50 m adentro; assim como proibe a entrada na caverna da lateral esquerda
devido a presenca de grande quantidade de morcegos.

Na tabela 13 temos estudos de deteccdo ambiental de H. capsulatum por biologia
molecular, que vem sendo empregada com frequéncia atualmente em pesquisas de
microrganismos de dificil ou inatingivel cultivo, ganhando cada vez mais importancia pelos

resultados positivos.

Metodologia/
Autor, ano/Local Amostras Positividade
Alvo do primer

Solo com adigédo de Nested PCR/HcITS
Reid &Schafer, 1999/ EUA -

esporos 5.8S
Nested PCR /HC 100
Solo de cavernas 0%
Kikushi et al.,2008/Japao gPCR/HcITS
Moquet et al., 2012/
Solo gPCR/Nao informado 12,90%

Guiana Francesa

Norkaew et al., (2013)/Tailandia Solo de cavernas Nested PCR/Hc100 7,95%
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Solo com fezes de pombo  Nested PCR/Hc100 4,76%
Solo com fezes de galinha  Nested PCR/Hc 100 10,99%

Frias-de-Leon et al,,
Amostras ambientais Nested PCR/HC100 14,28%

(2016)/México
.. o
Gémez et al., (2018)/Colombia Fertilizantes Nested PCR/HC100 10,50%
Amorim-Conselheiro et al.,
Fezes de morcego qPCR/HC ITS 15,25%

(2019)/Brasil

TABELA 13. ESTUDOS DE DETECCAO AMBIENTAL DE H. CAPSULATUM POR BIOLOGIA MOLECULAR

Neste estudo encontramos trés limitagdes: 1) falta ensaios de validacao para verificar a
exatiddo da metodologia, 2) necessidade de repeti¢ao dos estudos de solo com nova técnica de
extracdo e a 3) auséncia do sequenciamento do produto de amplificacao. Para validag¢ao devera
ainda ser realizado um ensaio Inter laboratorial para verificar a exatidao da quantificagao.
Quanto a metodologia de extragdo, otimizacdes deverao ser testadas com o objetivo de diminuir
a quantidade de inibidores da PCR como 4cidos himicos, pois sua presenca de acordo com
Wnuk et al., (2020) afeta qualidade do DNA extraido, sendo necessaria adicional purificagao
que tornam o rendimento de DNA reduzidos e inadequados para analises metagendmicas e
esses acidos podem, conforme Sidstedt et al., (2010) também inibir a fluorescéncia da qPCR.
Quanto, a amostra que amplificou em Presidente Figueiredo faz-se necessario sequenciar do
produto de amplificagao tendo como meta certificar que o produto amplificado se trata do DNA
alvo de H. capsulatum.

Neste estudo foi desenvolvido um novo par de primers e sonda para deteccdo H.
capsulatum, para uso em PCR e PCR em tempo real (qPCR), tendo como alvo a regido ITS do
DNAr, foi observado que o desenho desenvolvido demonstrou in silico ser tdo adequado que
outras propostas de primers e sonda. Também se mostraram adequados para a deteccao do DNA
de H. capsulatum obtido de culturas. E demonstrou resultados satisfatorios quanto limite de
detec¢do, curva padrdo adequada, baixo erro experimental, auséncia de reacdo cruzada com
outros organismos patogénicos e sensibilidade e especificidade adequados. O novo conjunto de
primers e sonda, quando aplicado em experimento com solo 30 amostras de solo de
grutas/cavernas do Municipio de Presidente Figueiredo, demonstrou a presenca de DNA de H.
capsulatum em somente uma amostra.

Assim, para deteccdo do H. capsulatum, com este estudo temos a disposi¢ao de

laboratorios clinicos e de pesquisa, uma nova opc¢ao na metodologia de qPCR. E quanto a
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detec¢do do fungo na caverna Maroaga, nos traz a certeza que os métodos de controle de fluxo

de visitantes deve ser rigidamente executado.
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6 CONCLUSAO DA DISSERTACAO

Foi desenvolvido um novo par de primers e sonda para deteccdo H. capsulatum para
uso em PCR e PCR em tempo real (QPCR) tendo como alvo a regidao ITS do DNAr. O desenho
desenvolvido demonstrou in silico ser tao ou mais adequado que outras propostas de primers e
sonda.

O novo conjunto de primers e sonda foram adequados para a deteccao do DNA de H.
capsulatum obtido de culturas. O conjunto demonstrou resultados satisfatorios quanto limite de
detecgdo, curva padrdo adequada, baixo erro experimental, auséncia de reacdo cruzada com
outros organismos patogénicos e sensibilidade e especificidade adequados.

Os experimentos aplicando o novo conjunto de primers e sonda em 30 amostras de solo
de grutas/cavernas do Municipio de Presidente Figueiredo demonstraram a presenca de DNA

de H. capsulatum em somente uma amostra.
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8 APENDICE

APENDICE A. RESULTADOS DA CURVA PADRAO FORNECIDOS PELO QUANTSTUDIO™3SYSTEM

Inétr@ EluantStudio“" 3 System

Passit ROX
Postr
Pre-re
CQuant Ct
Signa true
Stage. Stage2, Step2
User Name
Well 'Well Po: Omit San Target Task Reportel Quencher CT CtMean CtSD Cuantity QuzQu Y-Intercep R{superst Slope Efficiency ¢
5 A5 FALSO Hc STANDAR FAM NFQ-MGB 18794 21607 5,663 22,00000 24 853 0875 -3521 92317)
6 AG FALSO He STAMDAR FAM NFQ-MGB 18863 21607 5,663 22,00000 24 853 0875 -3521 92317
7 AT FALSO Hec STANDAR FAM NFQ-MGB 30100 21607 5,663 22,00000 24 853 0875 -3521 92317)
8 AB FALSO Hec STANDAR FAM MNFQ-MGB 18670 21,607 5,663 22 00000 24 853 0875 -3521| 92317)\
17 B5 FALSO Hc STANDAR FAM MNFQ-MGB 22344 22433 0,079 220000 24 853 0875 -3521 92317\
18 BB FALSO Hc STANDAR FAM NFQ-MGB 22526 22438 0,079 220000 24 853 0875 -3521| 92317
19 BY FALSO Hc STANDAR FAM MNFQ-MGB 22475 22438 0,079 220000 24 853 0875 -3521 92317\
20 B8 FALSO Hc STANDAR FAM MNFQ-MGB 22406 22438 0,079 220000 24853 0,875 -3521 92317)
29 C5 FALSO He STANDAR FAM NFQ-MGB 25821 25822 0,025 0,22000 24 853 0875 -3521 92317
30 Ce FALSO Hc STANDAR FAM MFQ-MGB 25858 25822 0,025 0,22000 24,853 0,875 -3521 92317\
N|CT FALSO He STAMNDAR FAM NFQ-MGB 25798 25822 0,025 0,22000 24 853 0875 -3521 92317
32 cs FALSO Hc STANDAR FAM NFQ-MGB 25812 25822 0,025 0,22000 24853 0875 -3521 92317)
41 D5 FALSO He STAMNDAR FAM NFQ-MGB 31117 30,992 0216 0,02200 24 853 0875 -3521 92317
42 DB FALSO Hec STANDAR FAM NFQ-MGB 31,135 30,992 0216 0,02200 24853 0875 -3521 92317)
43 D7 FALSO He STAMDAR FAM NFQ-MGB 30674 30992 0216 0,02200 24 853 0875 -3521 92317
44 D8 FALSO Hc STANDAR FAM NFQ-MGB 31,042 30,992 0216 0,02200 24 853 0,875 -3521| 92317\
53 E5 FALSO He STAMDAR FAM NFQ-MGB 35242 35076 0286 0,00220 24 853 0875 -3521 92317)
54 E6 FALSO Hec STANDAR FAM NFQ-MGB 35190 35076 0,286 0,00220 24 853 0,875 -3521| 92317\
55 E7 FALSO He STAMDAR FAM NFQ-MGB 35223 35076 0,286 0,00220 24 853 0875 -3521 92317
56 E8 FALSO Hec STANDAR FAM NFQ-MGB 34648 35076 0,286 0,00220 24 853 0875 -3521 92317)
65 F5 FALSO He STANDAR FAM NFQ-MGB 37228 37637 0,809 0,00022 24 853 0875 -3521 92317\
66 FG FALSO Hec STANDAR FAM NFQ-MGB 38657 37637 0,809 0,00022 24 853 0875 -3521| 92317)\
67 F7 FALSO He STANDAR FAM NFQ-MGB 37864 37637 0,809 0,00022 24 853 0875 -3521 92317
63 F8 FALSO Hc STANDAR FAM NFQ-MGB 36797 37637 0,809 0,00022 24 853 0875 -3521 92317)
77 G5 FALSO Hec UNKMNOW FAM MFQ-MGB Undeterm 24 853 0875 -3521| 92317
78 GB FALSO Hc UMNKMNOW FAM MNFQ-MGB Undeterm 24 853 0875 -3521 92317)
79 G7 FALSO Hec UNKMNOW FAM MFQ-MGB Undeterm 24 853 0875 -3521| 92317
80 G8 FALSO Hc UMNKNOW FAM NFQ-MGB Undeterm 24 853 0875 -3521 92317)
89 HS FALSO Hc NTC FAM MFQ-MGB Undeterm 24,853 0,875 -3521 92317\
90 HE FALSO He NTC FAM MNFQ-MGE Undeterm 24 853 0875 -3521 92317
91 H7 FALSO Hc NTC FAM MFQ-MGE Undeterm 24,853 0,875 -3521 92317)

92 HE FALSO Hc NTC FAM MNFQ-MGB Undeterm 24 853 0875 -3521 92317)
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APENDICE B. CURVAS DE AMPLIFICAGAO DO TESTE DE REAGAO CRUZADA COM OUTROS MICROORGANISMOS.

A) A. niger B) C. albicans
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1)

M. fortuitum (0121)

))

M. tuberculosis H37Rv (ATCC® 27294)

Amplification Plot
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APENDICE C. TABELA: RESULTADO DO TESTE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE COM 18 AMOSTRAS
CONTAMINADAS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE (20 NG A 0,2 NG/uL) DNA DE H. CAPSULATUM E 18
AMOSTRAS NEGATIVAS.

Numero da Concentragcao DNA Resultado da
Amostra Cepa do DNA ng/ul gPCR
1 3342 20 +
2 Sem DNA 0 -
3 3342 20 +
4 Sem DNA 0 -
5 3342 20 +
6 Sem DNA 0 -
7 3342 2 +
8 Sem DNA 0 -
9 3342 2 +
10 Sem DNA 0 -
11 3342 2 +
12 Sem DNA 0 -
13 3342 0,2 +
14 Sem DNA 0 -
15 3342 0,2 +
16 Sem DNA 0 -
17 3342 0,2 +
18 Sem DNA 0 -
19 3417 20 +
20 Sem DNA 0 -
21 3417 20 +
22 Sem DNA 0 -
23 3417 20 +
24 Sem DNA 0 -
25 3417 2 +
26 Sem DNA 0 -

27 3417 2 +



28

29

30

31

32

33

34

35

36

Sem DNA

3417

Sem DNA

3417

Sem DNA

3417

Sem DNA

3417

Sem DNA

0,2

0,2

0,2
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APENDICE D. CURVA DE AMPLIFICAGAO DAS AMOSTRAS DE SOLO DE PRESIDENTE FIGUEIREDO COM UMA AMOSTRA
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APENDICE E. AUTORIZAGAO PARA COLETA DE AMOSTRAS NAS CAVERNAS MAROAGA E JUDEIA (FRENTE)

- - — —
r : -
e Ké‘
' "\.,.. o “::f MEgRES
: PREFEITURA MUNICIPAL DE PRESIDENTE FIGUEIREDO /75 gn o)
AMAZONAS — BRASIL — CEP 69,735-000 o IA

SECRETARIA MUNICIPAL DO MEIO AMBIENTE E SUSTENTABILIDA
DIVISAQ ADMINISTRATIVA E FINANCEIRA ~ DIAFI

AUTORIZACAO

Autorizacio n°. 011/2020
Processo n°. 022/2020

no ambito de sua area de atuacao a
DA SILVA, CPF: 636.73'
PINTO, CFPF: 698.649
027.160.202-30. S Tl

é‘ KARLISSON RICHARD GRANJEIRO
sr. @xsm‘i*m. /1ZIDRO DA SILVA, CPF:

= u, '.-

A realizarem, vhihno Gomplmhmﬂcoﬂmdnﬂnwe Gruta
da Judéia. Tem como objetivo: coleta de amostra de solo. Que sera utilizadas
em experimentos dos Projetos de Pesquisa dese wolvidos pelos alunos de

e Programas e Pos-Graduacio vinculados ao Laboratério de
Micologia Médica do Ins-titutn Nacional De pelqulﬂi.l do Amazonas-INPA.

Grupo de 03 (trés) pmou

Data: 19/02, 20 e 21/02/2020.

Qualquer alteracao devera ser comunicada 4 Secretaria Municipal do Meio
Ambiente e Sustentabilidade - SEMMAS para avaliacao. A presente autorizacao
tem validade somente para o dia acima citado. Hordrio de visita das 08:00h as
16:00h no Complexo Turistico Caverna do Maroaga ¢ Gruta da Judeia.

Esta Autorizacdo ¢ composta de 11 restricdes e/ou condicoes
conslanies no verso, cujo ndoc cumprmento/atendimento sujeitara a sua
invalidacdo e/ou as penalidades previstas em normas;

Esta Autorizagdo deve ser apresentada na entrada dos Parques Municipais
aos agentes ambientais desta SEMMAB;

Esta Autorizacéio tem validade a partir da data de sua assinatura.

Presidente Figueiredo/AM, 17 de fevereiro de 2020.

Au Padie Callery, 516, Baio 1anciedo Neves
Presidente Figuairedo/AM

Tellax (0xx92) 3324-11358

e-mail: semma201 7pi@amall.com

FREFLIT RS G F

PRESIDENTE
Fig_u_ :DC fDo



APENDICE F. AUTORIZAGAO PARA COLETA DE AMOSTRAS NAS CAVERNAS MAROAGA E JUDEIA (VERSO)

; ““‘\’!
NG

PREFEITURA MUNICIPAL DE PRESIDENTE FIGUEIREDO
AMAZONAS — BRASIL - CEP 69.735-000
SECRFTARTA MUNICIPAL DO MEIO AMBIENTE B SUSTENTABILIDADE -SEMMAS
DIVISAO ADMINISTRATIVA E FINANCEIRA — DIAFI

RESTRICOES E CONDICIONANTES

1. O requerente somente devera adentrar o COMPLEXO TURISTICO CAVERNA
DO MAROAGA e GRUTA DA JUDEIA, no dia constante nesta autorizacéo.

2. Esta Autorizacdo € valida apenas para filmagem de um filme na Caverna e
Gruta da Judéia.

Restringir o uso de fotogriﬂu com o uso de flash.
O horério da visita nos dias normais ¢ das 08:00hs as 1600hs.

s

tn

Fica desde ja designado o COFIS para observar e fazer cumprir as
restricoes, sob pena de revogacao da autorizagido e multa (por Lei) em
caso de descumprimento, o qual desde ji fica fixado em wvalor de
15.000,00, que sers revertido em favor do FMMA.

6. Esta Autorizacdo nao dispensa e nem substitui nenhum documento exigido
pela Legislacdo Federal, Estadual e Municipal,

. Fica o requerente ciente que toda ql:iestén de seguranca, danos ao
patrimonio € por conta do mesmo.

8. O requcrente devera seguir a orientacdo estabelecida pela Legislacio
Ambiental em vigencia, sob pena de ser autuado;

9. Fica o requerente ciente que este tipo de autorizacdo € precaria, nio pode
ser emitida constantemente;

10 Respeitar as Areas de Preservacio Permanente — APP, conforme dispoe os
Art. 4°, 7° e § 1° da Lei Federal n°. 12.651/12;

11.0 requerente deverd seguir as recomendagdes contidas no verso desta
Autorizacgao, sob pena de cancelamento da Autorizagio, e ser autuado de
acordo com a legislacdo ambiental vigente.

Av. Padre Callery, 518, Balrro Tancredo Neves
Presidente FigueiredotAld

Telfax (0xx92) 3324-1158

e-mail: semma2017pfifigmail.com

‘. FEOEFRITUNA B
V PRESIDENTE
97/ FIGUEIREDG
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APENDICE G. AUTORIZAGAO PARA COLETA DE AMOSTRAS NA GRUTA DA ONGA

! Ministério da Onela, Tecnologhs @ Inovaglo |
Instituto Naciona! de Pesquisas da Amardaia -ﬂl
Grupo de Pesgquisa: Micobactérias e Fungos da Amardnia I
Laboratéeio de Micologha - CSAS
Memorando. NR. 0272019
Manaus, 18 de fevereiro de 2020
Ao

Proprictario e/ou responsavel pela caverna da Onga

Prezado

O Laboratério de Micologia Médica do Instituto Nacional de Pesquisas do
Amazonas - INPA neste ato representado por mim Pesquisador Adjunto Dr. Jodo
Vicente Braga de Souza. vem por meio desta respeitosamente solicitar 0 Autorizagio
para coleta de amostras de solo da Caverna Onga.

Informo que as amostras serio utilizadas em experimentos dos Projetos de
Pesquisas desenvolvidos pelos alunos de graduaglo ¢ Programas de Pos-Graduagiio
vinculados a0 Laboratério de Micologia Médica do INPA ¢ os resultados destas
pesquisas nfo serfio publicadas so pubhico, apenas no meio académico.

Alenciosamente,

Instituzo Nacional de Pesqui Amazdnia,
Coordenagdo de Sociedade, Ambiente e Saude;

Laboratdrio de Micologia,

=55 92 3643-3035 ou +35 92 3643-3056,

Av. Andee Araijo, 2936, Alsixo, CEP 69060-001, Manaus -AM;
hup-/lattes cnpq br/780-498 1 783557071

joao souzad@inpa. gov. br

L

Av. André Araujo, 2936 - Petropolis, Manaus (AM), CEP: 69080-971
TELEFONE (92) 3643-3055




