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Almeida-Silva, F. Desempenho de Métodos Laboratoriais no diagnéstico de
infecgoes fungicas pulmonares em pacientes do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas. Rio de Janeiro, 2015.109f. Dissertacao
[Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] — Instituto Nacional
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RESUMO

Infecgbes pulmonares sdo geralmente comuns em hospedeiros imunocomprometidos.
Entre as infecgdes pulmonares, pneumocistose, histoplasmose e criptococose séo as
mais importantes infeccbes fungicas na populagcdo imunocomprometida,
especialmente quando a contagem de células TCD4+ esta abaixo de 200 células/m®.
Pneumonias fungicas podem ser fulminantes e o diagndstico dessas infecgdes pode
ser dificil. O diagnéstico definitivo necessita de evidéncias microbioldgicas ou
histopatoldgicas, mas em alguns fungos, a cultura é demorada e pode levar de 2 a 4
semanas para se obter um resultado positivo, atrasando a decisdo clinica. No
diagnoéstico convencional, baseado no exame direto, cultura, histopatologia ou
imunocitoquimica, estes fungos sao frequentemente confundidos com outros
microrganismos e o diagndstico diferencial € necessario. Métodos moleculares podem
oferecer uma contribuigdo muito importante para o diagnéstico porque os resultados
sdo rapidos. O objetivo principal desse trabalho foi comparar o rendimento de métodos
convencionais e métodos moleculares para diagndstico, como cultura,
imunofluorescéncia direta, imunocitoquimica, calcofluor, Grocott e nested PCR para
detectar sequencia parcial especifica de Histoplasma capsulatum e Pneumocystis
Jirovecii e gPCR Multiplex para detectar simultaneamente sequencias de P. jirovecii, H.
capsulatum e Cryptococcus neoformans. Foram analisadas 40 amostras respiratorias
de individuos imunocomprometidos, como escarro induzido (n = 22), lavado traqueal
(n = 10), lavado broncoalveolar (n = 5) e escarro espontaneo (n= 3). Comparando os
resultados obtidos por essas diferentes metodologias, os métodos convencionais nao
se mostraram satisfatérios, ndo apresentando resultados positivos no calcofluor € na
imunocitoquimica, somente dois resultados positivos para C. neoformans na cultura,
duas amostras positivas para H. capsulatum na coloragdao pelo Grocott e seis
amostras positivas para P. jirovecii na imunofluorescéncia direta. Utilizando a
metodologia molecular qPCR multiplex, duas amostras foram positivas para C.
neoformans, uma positiva para P. jirovecii € 11 para H. capsulatum. A nested PCR
mostrou o melhor desempenho, detectando 12 amostras positivas para P. jirovecii e 28
positivas para H. capsulatum e demonstrou nove casos clinicos de coinfecgao por
esses fungos mostrando a importéncia do uso de diversas ferramentas diagnosticas
para investigar a presenga de possiveis agentes fungicos. Os resultados do presente
estudo foram similares aos descritos na literatura. A nested PCR foi o melhor método
para detectar P. jirovecii nas amostras respiratérias € uma boa ferramenta para
detectar H. capsulatum em espécimes clinicos humanos, assim como, apresentou alta
sensibilidade quando comparada com métodos tradicionais.

Palavras-Chave: 1. Pneumocystis jirovecii. 2. Imunoensaios. 3. Métodos
Moleculares. 4. Diagnéstico. 5. Pneumonia. 6. Fungos
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Almeida-Silva, F. Performance of laboratorial methods in the diagnosis of
mycotic pulmonary infections in patients of the National Institute of
Infectious Diseases Evandro Chagas. Rio de Janeiro, 2015. 109p. Master
[Science dissertation in clinical research in Infectious diseases] — Infectology
National Institute Evandro Chagas.

ABSTRACT

Pulmonary infections are usually common in immunocompromised hosts. Among the
pulmonary infections, pneumocystosis, histoplasmosis, and cryptococcosis are the
most important fungal infections in the immunocompromised population, especially
when the TCD4+ cells count are below 200 cells/m®. Fungal pneumonia can be
fulminant and the diagnosis of these infections can be difficult. Definitive diagnosis
requires histopathological or microbiological evidences, but in some fungi, the culture is
time consuming and can take up to 2-4 weeks to yield a positive result, delaying the
clinical decisions. In the conventional diagnosis, based on direct examination, culture,
histopathology, or immunocytochemistry these fungi are frequently mislead with other
microorganisms and the differential diagnosis is necessary. Molecular methods can
offer a very important contribution to diagnosis because the results are faster. The
main objective of this work was to compare the performance of conventional and
molecular diagnostic methods, such as culture, direct immunofluorescence,
immunocytochemistry, Calcofluor, Grocott, and nested PCR to detect partial specific
sequence of Histoplasma capsulatum and Pneumocystis jirovecii and gPCR Multiplex
to detect simultaneously sequences of P. jirovecii, H. capsulatum and Cryptococcus
neoformans. We analyzed 40 respiratory samples of immunocompromised individuals,
such as induced sputum (n = 22), tracheal wash (n = 10), bronchoalveolar lavage (n =
5), and spontaneous sputum (n = 3). Comparing the results obtained by these different
methodologies, the conventional methods were not satisfactory, yielding no positive
results in calcofluor and immunocytochemistry, just two positive results for C.
neorformans in culture, two samples positive for H. capsulatum in the Grocott staining,
and six positive samples to P. jirovecii in direct immunofluorescence. Using the gPCR
multiplex molecular methodology two samples was positive to C. neoformans, one
positive to P. jirovecii and 11 positive to H. capsulatum. The nested PCR has shown
the best performance detecting 12 samples positive for P. jirovecii and 28 positive for
H. capsulatum and demonstrated nine clinical cases of co-infection with these fungi,
showing the importance of using several diagnostic tools to investigate the presence of
possible fungal agents. The results of the present study were similar to the described in
the literature. The nested PCR has been the best method to detect of P. jirovecii in
respiratory samples and a good tool to detect H. capsulatum in human clinical
specimens as well, presenting higher sensitivity when compared with traditional
diagnostic tests.

Keywords: 1. Pneumocystis jirovecii. 2. Immunoassays. 3. Molecular Methods.
4. Diagnosis. 5. Pneumonia. 6. Fungi
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1 -INTRODUGAO

As doengas infecciosas e parasitarias (DIP) estdo entre os agravos que
afligem as populagdes humanas com maior frequéncia, e que s&o relacionados
as taxas elevadas de mortalidade (Global Health Council, 2011).

As DIP’s permanecem como a principal razdo para a utilizagdo dos
servicos de saude, envolvendo custos elevados com tratamentos e
internagdes, assim como custos sociais relacionados a auséncia a escola, ao
trabalho e aposentadorias precoces além do risco constante de surtos
epidémicos e da emergéncia ou re-emergéncia de DIP’s. Uma consideravel
parcela de morbidade/mortalidade associada poderia ser evitada por medidas
de prevencao ou de tratamento adequado. No entanto, para que tais medidas
sejam delineadas, é necessario que métodos rapidos e precisos de diagnostico
sejam desenvolvidos e aplicados. Além disso, devido as caracteristicas de
potencial disseminagado rapida e global de muitos dos agentes de DIP’s, o
desenvolvimento de estratégias que permitam a sua rapida deteccdo e o seu
controle torna-se prioritario. Portanto, métodos diagnosticos que combinem
precisao e rapidez, e se possivel, custos moderados, se fazem necessarios.
Para tal, os métodos moleculares podem oferecer importantes contribui¢cdes
(Peralta, comunicagao pessoal).

As infecgbes fungicas contribuem com uma parcela substancial das
DIP’s, sendo muitas vezes acompanhadas de prognostico grave, associadas as
altas taxas de letalidade ou sequelas. As micoses que acometem o trato
respiratorio continuam sendo importantes problemas de saude publica no
Brasil, com elevada taxa de comprometimento populacional (PRADO et al,
2009). Dentre estas, a pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii tem se
destacado, devido a baixa imunidade, caracteristica da populagao portadora de

aids.
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1.1- HISTORICO

O agente que € denominado atualmente na comunidade cientifica como
Pneumocystis jirovecii foi descrito pela primeira vez em 1909 pelo brasileiro
Carlos Chagas, durante a observagdao da morfologia dos cistos presentes em
cobaias com tripanossomiase experimental acreditando estar perante uma
nova forma de Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909).

Um ano mais tarde (1910), Antonio Carini, analisando biopsias de
pulm&o de ratos infectados com T. cruzi, observou formas cisticas idénticas as
que haviam sido descritas por Chagas, confirmando assim, a descoberta deste
(CARINI, 1910). Apesar de acreditar igualmente que estava perante estruturas
do mesmo protozoario, ndo excluiu a hipétese de que os cistos observados
pudessem pertencer a um organismo desconhecido e enviou amostras para o
Instituto Pasteur em Paris. Em 1912, Pierre e Marie Delanoe classificaram
Pneumocystis como uma nova espécie e concluiram que néo se tratava de um
Trypanosoma, mas sim de um novo protozoario (DELANOE & DELANOE,
1912), passando a designa-lo por Pneumocystis carinii, denominac¢éo acolhida
devido ao seu tropismo para o pulm&o (Pneumocystis) e como forma de
homenagem ao investigador italo-brasileiro.

Mais tarde, em 1942, Van Der Meer e Brug (1942) observaram, pela
primeira vez, que o microrganismo atingia também o homem. Esta descoberta,
porém, manteve-se relativamente desconhecida, até que, no inicio da década
de 50, Vanek e Jirovec na Checoslovaquia e na Alemanha, verificaram que
certas pneumonias intersticiais, que surgiam como surtos em criangas
desnutridas e em pacientes atingidos por infeccbes hospitalares eram
causadas por P. carinii, assim demonstrando que o microrganismo, ao contrario
do que se pensava, nao so infectava animais, como também humanos
(JIROVEC, 1952; VANEK, 1951).
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1.2 — CLASSIFICAGAO

A classificagdo de P. carinii como um protozoario manteve-se até os
anos 80, devido as similaridades entre a morfologia do microrganismo (formas
cisticas grandes com 2 a 8 nucleos) e a patologia observada no hospedeiro.
Com auséncia de algumas caracteristicas fenotipicas caracteristicas dos
fungos, bem como pela néo resposta as drogas antifungicas contra o agente e
pela efetividade de drogas como sulfonamidas e trimetoprim, geralmente
usadas no tratamento de protozoarios.

Em 1988, surgiram os primeiros estudos voltados aos acidos nucleicos
que fizeram cair por terra a teoria de que P. carinii seria um protozoario.
Estudos tendo como base a sequéncia do gene 16S do RNA ribossomal de
Pneumocystis presente em ratos, mostraram que esta sequéncia apresentava
grande similaridade com sequéncias genémicas de outros fungos, como
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Neurospora crassa e
Cryptococcus neoformans e ndao com o gene 18S rRNA caracteristico dos
protozoarios, sendo P. carinii reclassificado e remanejado para o Reino Fungi
(EDMAN et al., 1988; STRINGER et al., 1989 STRINGER, 1996).

Com o inicio das anadlises de sequéncias de DNA, surgiram as
informacdes necessarias para esclarecer o assunto e estabelecer a efetiva
existéncia de diferengcas fenotipicas entre diferentes espécies de
Pneumocystis. Para tal, foi fundamental a utilizagdo de um método de reacgéo
em cadeia da polimerase (PCR), realizada por Wakefield, que desenvolveu
primers para amplificar sequéncias de DNA de Pneumocystis. A partir dai,
mediante o sequenciamento do gene que codifica a subunidade maior do RNA
ribossomal mitocondrial (mLSUrRNA), foi possivel verificar que o DNA de
Pneumocystis presente no homem era diferente do DNA de Pneumocystis dos
demais mamiferos (WAKEFIELD,1990).

Posteriormente, diversos estudos foram desenvolvidos e aprofundados
em diferentes laboratorios, sendo provado, a partir de exames efetuados em
dezoito primatas de espécies diferentes, que a variabilidade entre os genes que
codificam a mtLSUrRNA dentro das espécies de Pneumocystis oscilavam
percentualmente entre 2 e 28% (DEMANCHE et al., 2001).
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Por outro lado, concluiu-se que o gene que codifica mtLSUrRNA difere
cerca de 10% entre Pneumocystis que infecta primatas e alguns ratos, sendo
que Pneumocystis isolado de humanos e dos ratos divergem 4%
geneticamente. Estas variagdes sao significativamente diferentes daquelas que
se verificam em outros fungos, como observado em Saccharomyces, onde a
diferenca ndo excede 1%, e que as variagdes que se observam entre Candida
albicans e Candida tropicalis se situam em 1,6% (STRINGER et al., 1989).

Face a heterogeneidade do género Pneumocystis, bem como a sua
especificidade em relacdo a cada hospedeiro, no 3° Workshop Internacional
sobre Pneumocystis, houve consenso entre 0s pesquisadores quanto a
introdugdo na nomenclatura de Pneumocystis carinii da designacgéo “f. sp.” (do
latim, formae specialis) (ANONYMOUS, 1994), passando-se entdo, em termos
de nomenclatura cientifica, a distinguir entre as formas do agente que se
manifestam em humanos (Pneumocystis carinii f. sp hominis) e nas diversas
espécies de animais: Pneumocystis carinii f. sp. carinii (ratos), Pneumocystis
carinii f. sp. suis (porco), Pneumocystis carinii f. sp. equis (cavalo), e assim por
diante.

Na sequéncia destas evolugdes e de estudos mostrando que as
sequéncias genéticas de Pneumocystis eram diferentes em fungdo das
espécies de mamiferos infectados, viria a ser acolhida, em 1999, uma nova
designacao para Pneumocystis que afetam os humanos (FRENKEL, 1999)
passando o mesmo a ser designado em homenagem ao parasitologista Tcheco

Otto Jirovec, um dos pioneiros na descricao desta infecgdo em humanos.

Esta mudanca de designagao foi polémica, pois, além de se observar
que a alteracao era desnecessaria e, até desaconselhavel, por ser suscetivel a
criar confusdes no meio da medicina clinica, argumentava-se que Jirovec néo
havia sido o primeiro pesquisador a descobrir P. carinii em seres humanos e
que, devendo por principio a nomenclatura de um grupo taxonémico basear-se
na prioridade da publicagdo (HUGHES, 2003).

De todo modo, considerou-se vantajoso abandonar a nomenclatura
trinomial anterior e adotar uma designagao binominal, conforme as novas

linhas de orientacdo que propunham que cada espécie fosse definida em
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funcdo da linha que advém dos seus ascendentes populacionais, mantendo-se
a sua identidade em relagao aos outros grupos (WILEY, 1978).

A nova nomenclatura, P. jirovecii, foi sendo consolidada na comunidade
cientifica (Stringer et al., 2002), tendo sido acolhida definitivamente a partir de
2005, no International Code of Botanical Nomenclature (ICBN) P. jirovecii
(READHEAD et al., 2006), distinguindo-se das demais designagdes que foram
formalmente acolhidas para o Pneumocystis de outras espécies, por exemplo,
P. carinii e P. wakefieldiae (que ficou reservado para os ratos), P. murina (para
camundongos) e P. oryctolagi (para os coelhos).

Devido a homologia do RNA ribossomal (rRNA) de P. jirovecii com
sequéncias de acidos nucleicos idénticas as de alguns fungos, este
microrganismo continua pertencendo ao Reino Fungi. Todavia, a sua
classificagdo nunca deixou de motivar bastante discussdao (CURRY et al.,
1991). Na verdade, P. jirovecii quando comparado com outros fungos
patogénicos para o homem, ou mesmo com outros modelos de fungos, possui
algumas caracteristicas atipicas, ja que é um microrganismo que até o
presente momento ndo é cultivavel em meios microbiolégicos que néo
contenham cultura de células, fato cuja explicagao ainda é desconhecida.

Por outro lado, possui apenas uma cépia do RNA ribossomal nuclear,
apresenta uma parede celular pobre em ergosterol e rica em colesterol
(FLORIN et al., 1994; KANESHIRON et al., 1994), o que faz com que seja
resistente aos antifungicos classicos (como anfotericina B e azdlicos). Outra
caracteristica fora do comum esta no fato de P. jirovecii possuir na sua forma
vegetativa assexuada, uma parede celular fragil e flexivel, contendo 1-3
glucano e glicoproteinas, o que se mostra importante para a sua viabilidade
(WALZER 2004).

Outra caracteristica que também merece atencao, € o fato de P. jirovecii
nao possuir mais de duas cépias do gene que codifica 18S rRNA, ao contrario
de outros fungos que possuem centenas de copias deste gene (GIUNTOLI et
al., 1994).

Devido as peculiaridades fenotipicas e genotipicas de P. jirovecii em
relacdo a outros fungos, Eriksson chegou a propor colocar esta espécie em

nova familia taxonémica chamada Pneumocystistidaceae, classe Ascomycota e
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uma nova ordem, Pneumocystidales (Erikson, 1994). Mais tarde,
coincidentemente com a bifurcagdo das linhas Basidiomycete e Ascomycete,
foi também proposta no reino dos fungos uma nova ramificagdo com a
designagao de Pneumocystis species, Pneumocystis jirovecii.

A comunidade cientifica nunca deixou de classificar P. jirovecii como um
fungo colocando-o no grupo de fungos chamados Archiascomycetes, ainda
integrado na linha dos Ascomycetes (JANNIK-HELWEG-LARSEN, 2004),
amparados nos estudos genéticos que, com base em comparagoes de regides
conservadas de sequéncias do gene mitocondrial (subunidades maior e menor
do rRNA ), dos genes codificadores da timidilato sintetase (TS), da redutase
dihidrofolato (DHFR), da tubulina e da actina mostram grande similaridade com
os fungos (EDMAN et al., 1988; PIXLEY et al., 1991), e também no fato de o
fator de alongamento Il (YPMA-WONG et al., 1992), proteina unica nos
fungos, estar presente no microrganismo, e a classificagdo taxondmica
proposta por HIBBETT e colaboradores (2007), encontra-se resumida da

seguinte forma:

Dominio Eukarya

Reino Fungi

Sub-reino Dykaria

Filo Ascomycota

Sub-filo Taphrinomicotyna sensu

Classe Pneumocystidomycetes,

Ordem Pneumocystidales,

Familia Pneumocystidaceae.

Género Pneumocystis

Espécie jirovecii (humano), carinii, murina, wakefieldiae (ratos) e oryctolagi

(coelho)
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1.3 - IMPORTANCIA CLIiNICA E EPIDEMIOLOGIA

P. jirovecii € um microrganismo eucarioto oportunista, que se encontra
distribuido mundialmente, estando descrito em todos os continentes (com
excecgao da Antartida). Hoje em dia, sabe-se que o mesmo é responsavel por
pneumonias severas e até fatais, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Todavia, desde a sua descoberta até a década de 1940,
nunca lhe foi atribuida ou reconhecida especial importancia clinica.

Ao longo dos anos 60 e 70, a importéancia dada ao microrganismo e a
infeccdo causada por ele foi crescendo, e o microrganismo passou a ser
reconhecido como um dos principais agentes patogénicos oportunistas do
pulmdo. Apresentando capacidade para desencadear graves pneumonias,
quer em criangas com sistemas imunoldgicos enfraquecidos, quer em adultos
com imunodeficiéncias congénitas e, muito especialmente, em pacientes
sujeitos a terapias de natureza imunossupressora, como acontecia com 0s
pacientes oncoldgicos e submetidos a transplantes de 6rgdos, a quem sao
administrados farmacos de acao citotoxica.

Nessa ocasido, as taxas de pneumonia por Pneumocystis (PCP)
oscilavam entre 5% e 25% nos doentes sujeitos a transplante, entre 2% e 6%
nos doentes com enfermidades vasculares e entre 1% e 25% nos doentes com
cancer (MORRIS et al., 2004).

No inicio da década de 1980, a importancia clinica de P. jirovecii
aumentou de forma exponencial, devido ao aparecimento da epidemia da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), curiosamente descoberta
depois de alguns investigadores, se empenharem em perceber porque motivo
alguns grupos de jovens de Nova lorque e da Califérnia estavam com PCP sem
se apresentarem com qualquer das causas de imunossupressao que até ali
eram conhecidas (ROSEN, 1994).

Foi entdo evidenciado que P. jirovecii apresentava-se como o principal
agente de infecgdo e mortalidade entre a populagcdo portadora de aids. Numa
fase inicial, cerca de 90% dos doentes com esta doenca desenvolveram PCP

€, mesmo depois desse primeiro impacto, foram feitos estudos que apontavam
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que, durante a sua vida, cerca de 2/3 dos doentes infectados com HIV
desenvolveriam PCP (HAY et al., 1988).

Como a PCP passou a constituir, muitas vezes, a primeira infeccao
oportunista diagnosticada nos pacientes com aids e, ao mesmo tempo, a
associar-se, com frequéncia, a episodios terminais da doencga, foi introduzida
em grande escala a profilaxia medicamentosa correspondente, o que se refletiu
na primeira baixa substancial da incidéncia de PCP nos pacientes com aids.

No mundo, a tuberculose pulmonar ainda permanece como a principal
infeccdo oportunista em pacientes com HIV. Embora, as micoses sistémicas
sejam diagnosticadas mais frequentemente, principalmente em individuos com
estagio avangado de imunocomprometimento (BROWN GD, 2012; PARK BJ,
2009).

E estimado que o diagndstico tardio de infecgdo por HIV pode ocorrer
em até 60% dos pacientes (ALTHOFF KN, 2010). No Brasil, apesar das
politicas de saude publica terem registrado o aumento do acesso da populagao
a testes sorolégicos e a terapias antirretrovirais, com notavel impacto na
mortalidade, estimando que aproximadamente 40.000 novos casos de AIDS
possam ocorrer anualmente (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Portanto, o diagnéstico tardio ainda é uma realidade, favorecendo assim
a identificacdo de AIDS somente em estagios avancados (GRANGEIRO A,
2011).

Estima-se que somente a meningite criptococcica afeta quase um milhdo
de pessoa com HIV/AIDS com aproximadamente 650.000 mortes por ano
(PARK BJ, 2009). Pneumocistose e Histoplasmose afetam mais de 300.000
pessoas com HIV/AIDS anualmente (BROWN GD, 2012; BROWN GD et al,
2014). No Brasil, as micoses sistémicas ndo s&do doencas de vigilancia
epidemioldgica e as reais taxas de incidéncia e prevaléncia dessas doencgas
sdo desconhecidas, no entanto, as principais infeccbes fungicas associadas
com a mortalidade de AIDS, sao: criptococose, candidiase e histoplasmose
(PRADO M, 2009).

Atualmente a PCP, além de ser descrita como uma das principais
infeccbes oportunistas em pacientes com HIV, também vem sendo descrita em

individuos portadores de outros tipos de Imunocomprometimento, como em
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pacientes imunodeprimidos portadores de outras doencas como linfoma néao-
Hodgkin (KUROKAWA 2010) e também em individuos imunossuprimidos,
como pacientes transplantados (RAMALHO. 2014).

1.4 — TRANSMISSAO

Historicamente, acreditou-se que a infeccdo por Pneumocystis era
adquirida na infancia e que a PCP ocorreria via reativacdo de uma infecgao
latente quando o sistema imune do hospedeiro fosse comprometido (MORRIS
& NORRIS, 2012). Diversas evidéncias suportam esta ideia: as caracteristicas
de Pneumocystis, uma alta soroprevaléncia de anticorpos anti- Pneumocystis
na populacdo, uma taxa elevada de PCP em criangas imunodeficientes e a
detecgéo de Pneumocystis em hospedeiros higidos.

Entre as caracteristicas que sugerem que Pneumocystis € carreado por
longo tempo no hospedeiro, a variada composi¢céo de glicoproteinas de parede
indica que este fungo mantém um mecanismo de escape do sistema imune do
hospedeiro, favorecendo seu prolongado parasitismo (GIGLIOTTI, 1992).

A especificidade de Pneumocystis por um hospedeiro mamifero
particular (GIGLIOTTI et al.,1993), e a incapacidade de ser cultivado em meios
de cultura ndo-celulares, também sugerem que este fungo requer um ambiente
muito especifico, como uma cultura de célula especifica e ndo meios de cultura
tradicionais (SCHILDGEN, 2014).

Estudos demonstram que possivelmente a maioria dos individuos
possam ser expostos a Pneumocystis produzindo anticorpos contra o
organismo ainda na fase inicial de sua vida. Estudo desenvolvido em criangas
saudaveis demonstrou a presenga de anticorpos anti-Pneumocystis em
criangas que possuiam a partir de sete meses de idade, sendo que 63%
dessas criangas permaneceu com titulos de 1:16 até os quatro anos de idade
(PIFER et al.,1978).

Outros estudos demonstraram prevaléncia entre 70%-100% de

anticorpos em criangas saudaveis, e 70% em criangas HIV positivas e em
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individuos adultos nao infectados pelo HIV (PEGLOW et al., 1990;
WAKEFIELD et al., 1990 apud MORRIS & NORRIS, 2012).

Recentemente tem sido reconhecida que a exposigao proveniente do
meio ambiente, e que o meio de transmissdao deste fungo pudesse ser
proveniente de individuos com PCP ou colonizados com Pneumocystis
(MORRIS & NORRIS, 2012). Entretanto, também tem sido sugerido que possa
haver reservatorios ambientais de Pneumocystis (CASANOVA-CARDIEL,
1997) e que fatores geograficos e climaticos possam afetar o risco de
contaminagao por Pneumocystis (OLSSON et al 1998).

O microrganismo nunca foi encontrado no meio ambiente, porém ja foi
registrada a presencga de acido desoxirribonucleico (DNA) de P. jirovecii em
amostras de agua, ar e solo, bom indicio para se definir o habitat deste
microrganismo (CASANOVA-CARDIAL & LEIBOWITZ, 1997; WAKEFIELD,
1994).

Posteriormente, outro estudo demonstrou que pacientes com PCP
apresentavam em suas historias clinicas, recentes atividades de jardinagem,
acampamento e montanhismo, sugerindo que a exposigao ao solo poderia ser
uma importante fonte de infecgdo (NAVIN et al., 2000).

PCP também estd associada a diferentes regides de uma cidade, e
diversos estudos tém mostrado que diferentes genoétipos de Pneumocystis
variam em diferentes cidades e paises (LEE et al., 1996).

A transmissao de Pneumocystis tem sido bem documentada em
animais, tanto imunocompetentes como imunodeprimidos, sugerindo
fortemente que possa ocorrer uma transmissao entre individuos (MORRIS &
NORRIS, 2012). Em uma série de experimentos foram demonstrados que
camundongos imunocompetentes expostos a camundongos com PCP
desenvolveram a doencga, implicando diretamente na transmissao intra-espécie
(AN et al., 2003; GIGLIOTTI et al., 2003).

A possibilidade de transmissédo de PCP de pessoa para pessoa foi
primeiramente relacionada a surtos de PCP em unidades de transplantes e
oncologia (MORRIS & NORRIS, 2012). Outra evidéncia foi a demonstragao de
DNA de Pneumocystis em 80% das amostras de ar coletadas dentro do quarto

de paciente hospitalizado com PCP, esta porcentagem diminuiu quando as
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amostras foram coletadas fora do ambiente que se encontrava o paciente, por
exemplo, no corredor do hospital (CHOUKRI et al., 2010).

Outra demonstragao que sustenta este mecanismo de infec¢do seria a
presenca de mutagdo no gene que codifica a enzima dihidropteroato sintase
(DHPS), estas mutagdes ocorrem quando o individuo é exposto a medicagdes
contendo sulfonamidas, tais como trimetroprim-sulfametoxazol (TMP-SMX).
Alguns estudos demonstraram estas mutacbes em pacientes com PCP sem
previa exposicao a sulfas, sugerindo que eles adquiriram a doenga de
pacientes que tinham histéria de terem sido tratados com sulfas (HAUSER et
al., 2010).

Profissionais de saude também poderiam estar atuando nesta cadeia de
transmissdo por poderem ser carreadores de Pneumocystis. Estudos
realizados com imunofluorescéncia indireta nestes individuos demonstraram a
presenca de anticorpos anti-Pneumocystis em amostras bioldgicas obtidas da
cavidade oral e nasal (MORRIS & NORRIS, 2012).

O mecanismo de transmisséo de novo é de grande importancia clinica e
de saude publica. Por exemplo, se a reativacdo de uma infecg¢ao latente fosse
a principal causa de PCP, medidas preventivas, como isolamento de pacientes
com PCP seriam mandatérias, evitando a transmisséo pessoa-pessoa.

Alternativamente, se a transmissao pessoa—pessoa fosse a chave para o
desenvolvimento da doenca, o contato com individuos infectados,
particularmente individuos imunocomprometidos, seria muito importante.
Situacao idéntica acontece se algum ambiente particular fosse detectado como
reservatorio deste microrganismo, pacientes do grupo de risco seriam

aconselhados a evitar a exposi¢cédo a estes ambientes.

1.5 - CICLO DE VIDA, MORFOLOGIA E PATOGENIA

A nomenclatura classica de parasitas ja foi discutida e em 1998 foi
revista, com isso, o0s cistos, corpos intracisticos e trofozoitas foram
renomeados como asco, esporos e leveduras, respectivamente (HANANO
1998).
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O ciclo de vida de P. jirovecii € bastante complexo e apesar de ja ser
conhecido em alguns dos seus tragos fundamentais, ainda nao esta totalmente
esclarecido. Mediante a realizagdo de bidpsias em pulmdes foi observado que
Pneumocystis possui varios estagios de desenvolvimento, apresentando
leveduras e ascos, ambas com dupla membrana celular, caracteristica comum
encontrada nas diversas fases do organismo (SOUZA et al., 2005).

Os ascos possuem uma parede celular espessa, oval e sédo estruturas
que medem aproximadamente 5 a 8 ym de diametro. As leveduras tém uma
estrutura celular mononuclear (hapl6ide) e s&o menores (2 a 5 pm),
apresentando uma parede celular fina, variavel na sua forma.

Destacam-se ainda formas intermédias, que possuem uma parede
celular espessa e tém um tamanho que oscila entre 4 a 8um. As analises
efetuadas nos ascos revelaram ainda a formagao de esporos, normalmente em
numero de oito, de formato esférico, que, ao libertarem-se transformam-se em
leveduras (THOMAS & LIMPER, 2007).

Baseando-se em todas estas formas, Cushion e cols. (1988), recorrendo
a microscopia eletrénica de transmissédo (TEM), defenderam a existéncia, em
todas as espécies de Pneumocystis, de duas formas de reprodugéo: uma forma
assexuada, que se opera por mitose, mediante a cisdo binaria da estrutura
celular do trofozoito e subsequente formagéao de uma estrutura dipléide que vai
aderir ao epitélio alveolar; uma forma sexuada, que ocorre pela meiose que da
origem a formagdo e amadurecimento dos ascos e que culmina com a
libertacdo dos esporos (MATSUMOTO & YOSHIDA, 1984 & THOMAS, &
LIMPER, 2007).

A infeccao inicia-se com a ocupagao dos espacgos aéreos pulmonares
por exsudato rico em leveduras, o que provoca um desvio arteriovenoso,
dando-se o0 espessamento da membrana alveolar e a inflamagdo do
parénquima, com consequente edema e fibrose.

Desenvolve-se entdo a forma assexuada, replicando-se por mitose na
estrutura hapldide das leveduras, com a formacao de estruturas diploides que,
na fase mais abundante da infeccdo, aderem ao epitélio alveolar,

especialmente as células epiteliais alveolares do tipo I.
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A adesdo das leveduras a membrana plasmatica da parede celular do
hospedeiro da-se através da acgado da glicoproteina principal de superficie
(MSG), ou glicoproteina A, presente na superficie da parede celular do
microrganismo, € a responsavel pela ligagao especifica que se estabelece com
os receptores nos macrofagos do hospedeiro (POTTRATZ et al., 1991).

Ocorrida a adesédo das leveduras ao epitélio alveolar, as leveduras
(frequentemente agregadas ou agrupadas) sado sujeitas a inclusdes de
glicogénio, formando-se no seu nucleo complexos sinaptonémicos reveladores
da ocorréncia de divisdbes meidticas, as quais estdo na base da formagao dos
ascos que, assim (de forma sexuada), vao se reproduzindo através de um
fendmeno de divisao nuclear multipla.

Os ascos vao amadurecendo a medida que se reproduzem. Atingida a
sua maturidade, os ascos apresentam normalmente oito nucleos, formando-se
um numero igual de esporos (SCHUH et al., 1997; DEI-CAS, 2000), os quais,
apo6s excisao através de poros localizados na parede celular espessa do asco,
transformam-se em leveduras em estado vegetativo, assim terminando a
reproducao sexuada (CUSHION et al., 1988) [Figura 1].
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Figura 1: Esquema representativo do ciclo de vida (fase sexuada e assexuada) de
Pneumocystis (Adaptado de Cushion M.T., 1998).

A atual incapacidade de cultivar P. jirovecii em um método de cultivo
tradicional tem sido o maior obstaculo para o estudo do ciclo de vida desse
agente. Estudos com a intencdo de simular o ambiente alveolar com
surfactantes  pulmonares  (fosfolipideos e  proteinas  especificas),
homogeneizados de pulmdo, e outros fatores de crescimento adicionados a
meios de cultura, ja foram realizados, mas nao ajudaram no cultivo desse
organismo.

Porém, estudos recentes com culturas de linhagem celular, mostram que
Pneumocystis pode ser cultivado através dessa metodologia. Um estudo
mostrou que o microrganismo pode ser mantido em uma linhagem celular
(CuFI-8) derivada do pulmao de um paciente de 14 anos, portador de fibrose
cistica, representando um avango para o estudo de P. jirovecii e possibilitando

uma melhora na compreensao da biologia do fungo e abrindo novas linhas de
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pesquisa, favorecendo a evolugdo de estudos que o envolvam (SCHILDGEN,
2014).

1.6 - MANIFESTAGOES CLINICAS

Os achados clinicos da PCP sao geralmente decorrentes de sinais e
sintomas relacionados ao parénquima pulmonar. A doenga apresenta curso
indolente e lento, geralmente subagudo, predominando dispnéia, febre baixa e
tosse nao produtiva (COURA, 2005). As manifestagdes clinicas da PCP podem
variar segundo o estado imunolégico do individuo (ISRAEL et al., 1997; PEREZ
& VAN DYKE, 2002) [Figura 2].

Hospedeiro Imunocompetente
Hospedeiro
Imunocomprometido
Assintomatico ou
Infeccao branda
. Pneumonia
Hospedeiro Imunocompetente Fulminante

Figura 2. Variagdo de manifestagdes clinicas da Pneumonia causada por Pneumocystis
jirovecii dependendo do status imunolégico do hospedeiro.

Em pacientes com aids, a PCP pode ser extremamente pleomorfica,
com sintomas variando de semanas a meses de durac¢ao, sendo a febre, tosse

e dispnéia progressiva as manifestagbes mais frequentes. Cabe salientar que a
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aids é classicamente um fator de risco e de concomitancia da PCP
(GIGGLIOTI, 2014).

Outra caracteristica da doencga é a desproporgao entre a sintomatologia
clinica e a extensao das lesbes radiologicas. O principal achado radiolégico é
um infiltrado intersticial ou alveolar difuso e bilateral (GIGGLIOTI, 2014).

Outros sintomas incluem fadiga, calafrios e emagrecimento, sinais e
sintomas de acometimento extrapulmonar da doenga também podem ocorrer.
Estes também sao pleomorficos, e variam de acordo com o 6rgdo acometido.
Ja foram descritos infiltrados retinianos, massa tireoidiana, invasdo da medula
O0ssea, acometimento do canal auditivo, esplenomegalia e manifestagdes
neurolégicas (HUANG & STANSELL, 1996).

A associagdo de PCP com outros processos morbidos ou infecciosos
muitas vezes pode escapar ao acaso (ANONYMOUS, 2013). Tem sido relatado
na literatura a concomitancia de PCP com histoplasmose (TSCHUDY &
MICHAIL, 2010, GAL et al., 2013), com criptococose (JAVIER et al., 2012), com
tuberculose (NOWASEB et al., 2014; SUK et al., 2014) e com outras DIPs
(BAVA et al., 2011; ANONYMOUS, 2013). Geralmente, a doencgalinfec¢ao €
dificil de ser diagnosticada; entretanto, as alteragdes fisiopatologicas
produzidas podem facilitar o aparecimento da doenga associada. Portanto,
torna-se importante detectar a presenga dessas associacbes e sua

repercussao na evolugédo dos pacientes com pneumonias fungicas.

2 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.1 - DETECGAO POR TECNICAS DE COLORAGAO

As coloragdes tém sido altamente empregadas para células
leveduriformes e ascos de Pneumocystis spp. Estas formas podem ser
detectadas pelo Wright-Giemsa modificado (Diff-Quick), Gram Weigert, ou
coloracdo de Hematoxilina & Eosina. Ascos podem ser corados com Grocott ou
azul de toluidina. A coloracéo de Diff-Quick, quando comparada com o Grocott,

€ eficaz e vantajosa por ser um processo mais rapido e menos oneroso. A
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técnica de Hematoxilina & Eosina mostra-se menos eficaz na detecgdo de
Pneumocystis (KOVACS et al, 1998; MURRAY & MILLS, 1990; ODDO 1990;
BENAVIDES, 1991; HUGHES & ANDERSON, 1991; RAAB et al., 1994; TILEY
et al., 1994; DEI-CAS et al., 1998).

A coloragdo pela prata metanamina (Grocott) € um método bastante
utilizado por ser sensivel e ter boa especificidade. E uma técnica bastante
utilizada para diagnostico de fungos, porém é preciso ter muita atengdo na
identificacdo do grumo caracteristico de Pneumocystis spp, conhecidos como
honeycombs ou favo-de-mel, para diferencia-los, por exemplo, de formas de
Candida spp. (presencga de gemulacgao) e Histoplasma capsulatum (BIGBY et al
1996; WAZIR et al 1994).

As coloracdes de Grocott e azul de toluidina sao uteis na demonstragao
dos ascos do fungo em tecidos, aspirados ou esfregacos (CASANOVA-
CARDIEL et al., 1996; BILLE-HANSEN et al., 1990; NIELSEN et al., 1999).

Na técnica de azul de toluidina, o espécime é tratado de maneira que o
fundo fique claro, devido a agdo do reagente sulfato, tirando assim as
interferéncias e com maior vantagem, por ser de facil execugdo e realizagao
em menor tempo. Nesta técnica as paredes dos ascos de Pneumocystis spp.
sdo coradas em lavanda contra um fundo azul (GOSEY et al 1985; WITELSKY
et al 1987; SETTNES & HENRIKSEN 1989; FELDMAN 1992; NIELSEN et al
1999; JENSEN et al 2001).

A coloracdo de Gram, apesar de nao ser especifica, proporciona a
observacao das duas formas do parasita (ascos e células leveduriformes), se
assemelhando ao Giemsa (GOSEY et al 1985; FELDMAN, 1992).

Pela atual impossibilidade de cultivo de P. jirovecii em meios de cultura
convencionais utilizados em micologia tais como Sabouraud, Mycosel entre
outros, tem-se recorrido, em nivel de diagndstico laboratorial, a microscopia
Optica, a qual tem permitido a visualizacédo de formas cisticas e tréficas do
agente mediante a utilizagcdo de diversas coloragbes. Para tanto, amostras
respiratorias, como escarro e escarro induzido, lavado broncoalveolar (LBA), e
fragmentos de bidpsia pulmonar sdo os mais utilizados (MORRIS & NORRIS,
2012).
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Estes métodos apresentam diversas limitagdes, entre elas a falta de
tolerancia pelos pacientes a inducédo de escarro e métodos invasivos para
obtencdo do LBA e de bidpsias. O treinamento de médicos patologistas para
detecgdo em exames histopatolégicos também €& imprescindivel para um bom

diagnostico de visualizagao.

2.2 - DETECGAO POR IMUNOENSAIOS

A implementacéo de técnicas imunolégicas, principalmente a técnica de
imunofluorescéncia com utilizagdo de anticorpos monoclonais especificos para
P. jirovecii, tem sido bem sucedida. Os anticorpos monoclonais desenvolvidos
sdo capazes de se ligar a glicoproteina principal de superficie (MSG), que é a
proteina de parede celular mais importante e abundante do fungo, presente em
todas as formas evolutivas de Pneumocystis, permitindo, assim, o
desenvolvimento de técnicas de imunofluorescéncia capazes de identificar por
microscopia, rapidamente e de forma inequivoca, as formas cisticas e troficas
de P. jirovecii, em diferentes materiais biologicos (ELVIN et al.,1988; KOVACS
et al., 1988).

Uma das vantagens da técnica de imunofluorescéncia é a sua
capacidade em detectar tanto as leveduras como os ascos de P. jirovecii. A
sua sensibilidade, que gira em torno de 90,8% (PROCOP, 2004) quando
comparada com as coloragdes convencionais, € muito elevada, conforme tem
sido comprovado por diversos estudos realizados, nos quais tem sido
observado que, mesmo em amostras biolégicas com baixa carga parasitaria,
esta técnica revela-se muito sensivel (KOVACS et al., 1988; SHELHAMER et
al.,, 1996; CALIENDO et al., 1998). Desta forma, a imunofluorescéncia vem
sendo considerada como técnica de eleigdo para o diagnostico de PCP.

Métodos baseados em imunohistoquimica utilizando anticorpos
monoclonais, que se ligam a um epitopo do microrganismo, mais
especificamente uma glicoproteina que é resistente a formol e acido picrico
(LUNDGREN, 1992), se mostram mais sensiveis e especificas, quando
comparada com técnicas de coloragdes convencionais, devido a utilizagao dos

anticorpos especificos para antigenos de Pneumocystis spp. Sendo assim
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utilizados em pesquisa com humanos (WAZIR et al 1994, WAZIR, 2004),
primatas, equinos (JENSEN et al, 2001) e suinos (KONDO et al 2000 &
JENSEN et al 2001). Esta técnica se mostra 2,5% mais sensivel que a
coloragao pela prata metanamina e 7,6% mais sensivel que o método de
Giemsa (WAZIR et al 1994, WAZIR & ANSARI 2004).

2.3 - DETECGAO MOLECULAR

Os avangos da biologia molecular causaram grande impacto no estudo
dos microrganismos, ja que passou a ser possivel observar a sua
complexidade genética. Para tanto foram desenvolvidas técnicas de
amplificagdo de acidos nucleicos por reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
de sequenciamento de acido desoxirribonucleico (DNA) e por analises de
fragmentos de DNA gerados por enzimas de restrigdo (RFLP), cariotipagem
(PFGE) e conformacgao polimorfica de fita simples (SSCP) (BEARD et.al., 2004)
por exemplo.

As técnicas moleculares aplicadas ao estudo dos genes dos
microrganismos demonstram que, em cada microrganismo, determinadas
sequéncias genéticas estdo presentes, podendo ser observadas entre todos os
individuos da mesma espécie, e que nao se encontram ou sao
significativamente diferentes daquelas que podem ser observadas em outros
microrganismos.

Desta forma, foi definitivamente demonstrado que Pneumocystis € um
género que inclui uma grande diversidade de espécies, cada uma especifica
em relagao ao respectivo hospedeiro, como sucede com P. jirovecii em relagao
ao homem. Esta heterogeneidade foi revelada através de tipagem molecular de
regides de genes mitocondriais e de genes nucleares, bem como de regides
espacadoras no rRNA denominadas Internal Transcribed Spacer [ITS | e ITS 1]
(NIMRI et al., 2002).

Estudos ja mostraram que, além de proporcionar uma classificagao
taxondmica mais correta, a aplicagado das técnicas moleculares ao estudo de P.

jJirovecii permitiu enormes progressos na compreensio da epidemiologia deste
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fungo (incidéncia e distribuicdo geografica), dos fenbmenos que envolvem a
sua forma de aquisi¢cao e transmisséo e o seu ciclo de vida. Em termos globais,
ficou facilitada a detecgado molecular de P. jirovecii (GIGGLIOTI 2014).

O diagnéstico molecular de PCP se da diretamente pela deteccédo de
DNA do agente em amostras clinicas, mesmo quando a sua presenga € muito
reduzida e ndo é detectada pelos métodos de coloracdo e IFD. Entretanto, a
deteccao direta por PCR, do DNA de P. jirovecii, nao constitui necessariamente
diagndstico de infecgao, pois o microrganismo pode estar presente em sua
forma latente. Todavia, a detec¢do nao deixa de ser importante sob o ponto de
vista clinico e epidemioldgico, face a susceptibilidade do agente em provocar
processo inflamatdrio que leve a um comprometimento pulmonar, ou encontrar
condigdes favoraveis a sua proliferacdo, e possibilidade dos portadores
assintomaticos o transmitirem a outros individuos (EL-SEIDI et al, 2008).

Com todos os trabalhos desenvolvidos, tem sido possivel desenvolver
técnicas de PCR cada vez mais especificas para P. jirovecii, 0 que se tem
traduzido numa melhoria da rapidez e em um linear de detec¢ao que pode ser
de 10* a 10° vezes maior, quando comparados com aqueles que sdo obtidos
com os métodos de visualizagao (LEIGH et al., 1993). Cabe salientar que a
PCR mais utilizada até o presente detecta multicopias da subunidade maior
mitocondrial do RNA ribossomal (mtLSUrRNA) (GUPTA 2009).

Outras metodologias moleculares alternativas a PCR também tem sido
aplicadas ao diagnostico da PCP. A detecgdo em soro de B (1-3) - glucana, um
polissacarideo encontrado na parede celular de Pneumocystis tem sido
utilizada como um método nao invasivo para o diagndstico da PCP. Este
meétodo apresenta alta sensibilidade, mas sua especificidade é dependente do
kit utilizado e da populacado estudada, e pode detectar outras micoses, como a
aspergilose (MORRIS & NORRIS, 2012).

Outro método descrito na literatura especializada seria o método
bioquimico para a detecgdo de S-adenosilmetionina (AdoMet) importante
componente na reagao de metilagao e sintese de poliamina em Pneumocystis
(MERALI et al., 2000). AdoMet n&o é sintetizado por este fungo e portanto,
deve ser adquirida do hospedeiro. Com isso, tem sido postulado que baixa

concentracdo de AdoMet no plasma poderia ser um marcador de PCP. Estudos
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tém demonstrado que baixa concentragdo de AdoMet em pacientes foi
diagndstico presuntivo de PCP e o aumento destas concentragdes
corresponderam a uma melhora clinica (SKELLY et al., 2000 apud MORRIS &
NORRIS, 2012).

2.4 - DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE PNEUMONIAS FUNGICAS

Pneumonias fungicas apresentam achados clinicos e radiolégicos muito
similares, e o diagndstico laboratorial € dificil e frequentemente presuntivo
(LAMOTH & ALEXANDER 2014, LETOURNEAU et al 2014). O diagnoéstico
radiolégico pode contribuir na demonstragédo de pneumonia e seus padrdes tais
como lobular, intersticial ou infiltrados nodulares, mas nao fornece dados para
confirmagdo do patogeno. Os métodos convencionais de diagnostico
micoldgico, tais como exame direto e cultivo apresentam baixa sensibilidade e
o resultado pode ser demorado (GRIFFIN & HANSON 2014).

As infecgbes fungicas tém se tornado mais frequentes por causa da
expansao da populacao de risco e do uso de modalidades de tratamento que
permitem longa sobrevivéncia desses pacientes (NAGGIE & PERFECT 2009).

Algumas das mudancgas nas infecgdes fungicas endémicas podem ser
atribuidas as mudancas climaticas, extensdo de habitat humano e facilidade de
viagens. Populagdes de risco para infec¢des fungicas oportunistas ou infecgdes
fungicas disseminadas endémicas, incluem pacientes que receberam
transplantes, aos quais foram prescritos, imunossupressores e agentes
quimioterapicos (GUARNER & BRANDT 2011).

Atualmente, fungos que eram considerados n&o-patogénicos, sao
encontrados proveocando doengas em pacientes imunocomprometidos e um
frequente problema encontrado por profissionais, é a auséncia de técnicas que
diferenciem colonizacao e infec¢do (GUARNER & BRANDT 2011).

A criptococose humana € causada por C. neoformans e C. gattii. C.
neoformans ¢é responsavel pela maioria das infecgdes encontradas em

individuos imunocomprometidos, enquanto C. gattii causa infeccdo tanto em
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hospedeiros imunocomprometidos quanto em hospedeiros imunocompetentes
(HUSTON & MODY 2009).

C. neoformans possui distribuicdo mundial e € geralmente associado
com guano de pombos, sendo a infeccao por HIV é o fator predisponente mais
frequente na criptococose (GALANIS et al 2010).

Independente das espécies, humanos inalam leveduras ou
basididésporos e o pulmado é o sitio de infeccdo primaria, alguns individuos
expostos permanecem assintomaticos, enquanto a maioria dos individuos
imunocomprometidos desenvolve pneumonia (GALANIS et al 2010; HUSTON
& MODY 2009; LYN et al 2009).

Em alguns pacientes com criptococose, as leveduras podem ser
hipocapsuladas, havendo entdo a possibilidade de confusdo com leveduras
que possuem tamanho compativel, como H. capsulatum e Candida spp.
(GAZZONI, SEVERO, SALLES, SEVERO 2009).

Testes utilizando particulas de latex para detecgdo do antigeno de
Cryptococcus apresentam uma sensibilidade e especificidade de cerca de 90%,
porém resultados falso-negativos podem ocorrer por causa da possivel baixa
carga fungica ou efeito prozona ao passo que resultados falso-positivos podem
ocorrer em pacientes infectados com Trichosporon spp ou Kilebisiella
pneumoniae e naqueles com fator reumatéide (HUSTON & MODY 2009).

Ja o fungo H. capsulatum que é cosmopolita e causador da
histoplasmose, que é adquirida por inalagdo de microconidios, é geralmente
encontrado em construgdes antigas, cavernas e solos ricos em excretas de
aves e morcegos, também pode ser confundido com outros microrganismos
(KAUFFMAN 2009).

No diagnostico diferencial da histoplasmose, alguns microrganismos
causadores de infecgcbes com sintomatologia compativel ou até mesmo
estruturas fungicas podem ser confundidos com H. capsulatum, quando cortes
histologicos realizados em tecido estdo sendo avaliados, é importante lembrar
que a forma diminuta de B. dermatitidis, C. neoformans hipocapsulado,
endosporos de Coccidioides spp, P. jirovecii, Penicillium marneffei e C. glabrata
podem ser confundidos com H. capsulatum, fazendo com que exista a
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possibilidade de um diagnéstico equivocado (BUENO-FISCHER et al 2009;
GUPTA et al 2009).

Além dos fungos, alguns parasitas também podem apresentar estruturas
morfologicamente compativeis com H. capsulatum, incluindo os agentes da
leishmaniose, toxoplasmose e doenga de Chagas. (GUPTA et al 2009).

A diferenca nos exames histopatoldgicos entre esses organismos e H.
capsulatum é que na coloracdo pelo H&E, todo o protozoario € corado, néo
mostrando o halo presente na parede celular fungica (GUPTA et al 2009) e
uma outra grande dificuldade no diagnostico definitivo da histoplasmose é o
crescimento em cultura, uma vez que o fungo pode levar até seis semanas
para crescer (KAUFFMAN 2008).

Quando existe a suspeita de coccidioidomicose, é importante suspeitar
também de outras micoses pulmonares e com os agentes de outras micoses.
As esférulas, enddsporos que estejam fora das esférulas ou esférulas sem
enddsporos de Coccidioides immitis sao estruturas que podem ser confundidas
com Blastomyces, Histoplasma, Emmonsia, Candida, Pneumocystis e suas
respectivas infeccdes. E muito importante ser lembrado que em pacientes
imunossuprimidos, mais de uma infeccdo pode ocorrer ao mesmo tempo, em
areas de endemicidade, Pneumocystis e Coccidioides ja foram encontrados no
mesmo espécime (SAUBOLLE 2007).

O diagnéstico diferencial da pneumonia causada por P. jirovecii também
inclui a histoplasmose e consequentemente H. capsulatum. No contexto clinico-
patolégico, os corpos intracisticos de Pneumocystis sdo a chave para a
diferenciacdo de H. capsulatum. No entanto, Pneumocystis pode ser
dificilmente diferenciado de H. capsulatum quando esta presente dentro de um
granuloma ou quando a doenga é extrapulmonar (GUARNER & BRANDT
2011).

O diagnéstico das micoses é demorado e trabalhoso, porque geralmente
necessita da identificacdo do fungo na amostra biolégica, por meio de cultura,
histopatologia ou exame direto com coloragao especifica (KAPLAN JE, 2009).

A falta de infraestrutura técnica e insumos para realizar diagndstico
dessas infecgdes fungicas oportunistas, como, meio de cultura especifico,

profissionais especializados para realizar procedimentos invasivos (como
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puncdo lombar e biopsia de medula déssea), técnica de imunofluorescéncia,
ainda podem retardar o diagndstico dessas infec¢des, consequentemente
atrasando o inicio de uma terapia adequada, no entanto, métodos moleculares
demonstram melhor sensibilidade e especificidade quando comparados a
esses métodos tradicionais e podem suprir as limitacdes dos testes de rotina
(ADENIS AA, 2014).

3 - TRATAMENTO

O tratamento de primeira escolha para todas as formas de infec¢ao por
PCP é a associagao de sulfametoxazol (SMX) — trimetoprim (TMP). A atividade
antimicrobiana desta associacdo resulta do bloqueio enzimatico em duas
etapas da sintese do acido tetra-hidrofdlico. A sulfonamida inibe a incorporagéo
do acido para-aminobenzoico (PABA) em acido félico e o trimetoprim previne a
redugéo do acido di-hidrofélico para tetra-hidrofélico (Figura 3).

A droga é administrada via oral ou intravenosa na dose de 15 a 20
mg/kg/dia de TMP e 75-100 mg/kg/dia de SMX em 3 a 4 doses diarias por 21
dias. A preparagao parenteral esta indicada para pacientes com dificuldade de
ingestao oral e nos casos graves da doenga. Os pacientes que evoluem com
melhora do quadro clinico e remissdo dos sintomas durante o tratamento
intravenoso inicial podem termina-lo com a medicagao via oral.

Durante os primeiros dias de tratamento, em alguns pacientes podem
ocorrer piora dos sintomas respiratorios, devido a resposta imune exacerbada
do hospedeiro ao fungo e por haver grande liberagdo de fatores inflamatorios

induzidos pela presenga dos antigenos do fungo em destruicao.
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Figura 3: Mecanismo de acdo da combinagcdo das drogas Sulfametoxazol e Trimetropim
inibindo as enzimas DHPS e DHFR.

A maior limitagdo ao uso do SMX-TMP reside na frequéncia de efeitos
colaterais que usualmente se iniciam durante a segunda semana de
tratamento. Sao comuns: rash cutaneo, febre, neutropenia e outras citopenias,
nauseas e vomitos, hepatite, hipercalemia, pancreatite e nefrite (WARTON et
al., 1986).

Estudos também ja recomendaram o uso de corticoide para todos os
pacientes com PCP de intensidade moderada a grave visando a diminuigdo do
processo inflamatério e da fibrose pulmonar. Deve ser usada a seguinte forma:
prednisona 40 mg via oral (VO) duas vezes ao dia do 1° ao 5° dia, 40 mg VO
uma vez ao dia do 6° ao 10° dia seguidos de 20 mg VO uma vez ao dia do 11°
ao 21° dia (SISTEK, 1992).
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Uma alternativa no tratamento dos pacientes com PCP é a associagao
de clindamicina na dose de 600 mg trés vezes ao dia/intravenosa (IV) com a
primaquina 15-30mg/dia VO por 21 dias. O mecanismo de agao destas drogas
faz com que ocorra a inibigdo da sintese proteica depedente de RNA, por meio
da ligagdo em receptores localizados na porgao 50S do ribossomo, impedindo
as reacoes de transpeptidacéo e translocacao e os principais efeitos colaterais
incluem; rash cutaneo, metemoglobinemia, hemolise, disturbios gastrintestinais
e neutropenia transitoria. O isotionato de pentamidina é uma diamidina que
também tem sido utilizada, porém o mecanismo de agado contra P. jirovecii
também é desconhecido. Pode ser administrada via intravenosa ou inalatoria.
Esta ultima produz altas concentragcées da droga no pulméao, mas ¢€ ineficaz no
tratamento e profilaxia da doenga extrapulmonar. O principal uso clinico da
pentamidina inalatéria reside na profilaxia da pneumonia por Pneumocystis. A
droga deve ser administrada na dose de 4 mg/kg/dia IV diluidos em 100 mL de
soro glicosado a 5% infundidos durante 1 a 2 horas durante 21 dias. Efeitos
colaterais ocorrem em mais de 80% dos pacientes e requererem a
descontinuagéo da droga. Sao eles: azotemia, arritmias cardiacas, neutropenia,
hipoglicemia, pancreatite, hipocalcemia, hipomagnesemia e alteragdes
hepaticas (WARTON et al., 1986).

Outra alternativa no tratamento da pneumocistose, é o uso de dapsona
(DDS), que inibe a sintese do acido dihidrofélico na dose de 100 mg/dia VO
associada a TMP 15 mg/kg/dia por 21 dias. A resposta clinica ao tratamento é
muito boa quando associada ao TMP, pois essa associagdao pode ser usada
como uma segunda linha de tratamento quando o paciente apresenta alguma
contraindicagdo ao SMX-TMP (COOLEY 2014).
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4 — JUSTIFICATIVA

A deteccdo de patdgenos circulantes numa determinada regido ou
comunidade e o conhecimento de suas caracteristicas sdo de fundamental
importancia para o desenvolvimento de estratégias de tratamento, prevencéo e
controle de doencas infecciosas, possibilitando também a previsdo de surtos
graves antes mesmo que estes se estabelegam.

Infecgbes fungicas tem sido uma grande ameacga nas ultimas décadas
para a populacdo em geral, e especialmente para os individuos com
comprometimento em seu sistema imune. Embora a populagdo, em geral,
possa ser acometida, os individuos com comprometimento do sistema imune
sdo particularmente susceptiveis ao desenvolvimento de infecgdes fungicas.
Aquelas que acometem o trato respiratério continuam sendo importantes
problemas de saude publica no Brasil, com elevada taxa de
morbidade/mortalidade. Dentre estas, a histoplasmose, a criptococose e a PCP
tém se destacado, devido a baixa de imunidade da populagdo e a ocorréncia
de infec¢gdes concomitantes, como a aids. As infecgdes fungicas também s&o
complicagdes muito graves associadas a elevada mortalidade, em pacientes
neutropénicos, em decorréncia do tratamento utilizado nas doencgas
neoplasicas (PARK 2014).

Métodos usados rotineiramente baseados no cultivo dos agentes
etiolégicos destas infecgdes geralmente se limitam na detecgdo dos
organismos em pacientes em um estagio ja avangado da doenca. Varias
técnicas moleculares tém sido aplicadas a epidemiologia e diagndstico das
infecgdes fungicas, bem como na taxonomia de seus agentes etiologicos.

A PCP, uma importante infecgdo em pacientes com aids, tem merecido
especial atengédo para o seu diagnodstico, e embora sua incidéncia em paises
desenvolvidos tenha declinado, resultante da profilaxia e terapia antirretroviral,
ainda € um importante problema em paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Além disso, o uso indiscriminado de SMX-TMP em pacientes infectados
com HIV pode levar a um aumento na resisténcia de P. jirovecii a este farmaco
(WHO 2004).



48

A introdugdo da PCR em diagnésticos microbiolégicos tem sido
estabelecida em pesquisas laboratoriais como uma valiosa alternativa para os
métodos tradicionais. Rapidez, bom limite de detecgéo e especificidade sao as
maiores vantagens deste método (MORRIS & NORRIS, 2012). Ensaios
utilizando PCR tém sido amplamente usados no diagndstico da PCP nos
paises desenvolvidos, uma vez que apresentam excelente sensibilidade e
especificidade quando comparados com as metodologias tradicionais.

O desenvolvimento e validagao de métodos moleculares, sensiveis e
especificos, sdo fundamentais para o diagnostico da PCP, principalmente nos
casos de infeccdes disseminadas onde se torna dificil a obtencdo de adequado
material clinico para exame, e é necessario um diagndstico rapido.

Os métodos moleculares sdo mais rapidos, apresentam maior
sensibilidade e especificidade. Os conhecimentos adquiridos possibilitardao a
determinacdo de alguns paradmetros com mais precisao, como a incidéncia e
prevaléncia desta infecgdo em nosso meio. Com isso, uma conduta clinica e
preventiva mais acurada sera permitida e, consequentemente, os custos dos
cuidados médicos serao reduzidos, mas com um aumento na qualidade de vida
dos pacientes, principalmente daqueles com grave deficiéncia no sistema
imune.

A tecnologia da (PCR) apresenta um grande potencial para a detecgao
de fungos patogénicos, uma vez que detecta diretamente a presenca de DNA
fungico em fluidos organicos, com alta sensibilidade e especificidade. Devemos
salientar que, para padronizar novas técnicas, a comparagdo com técnicas ja

existentes e de uso rotineiro em laboratério clinico é fundamental.
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5 - OBJETIVO

Identificar estratégias para melhorar o fluxo do diagnéstico laboratorial
da PCP através da comparacdo entre métodos usados para detecgdo do
microrganismo ou do material genético do mesmo, visando maior rapidez e

precisao no diagndstico laboratorial desta micose.

5.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar método rapido de detecgdo molecular, PCR, em amostras

respiratérias provenientes de pacientes do INI.

= Comparar o desempenho do método molecular (nested PCR) com as
técnicas de  coloragao, Imunohistoquimica e reacdo de
imunofluorescéncia utilizados rotineiramente em Micologia;

= Comparar o desempenho de duas metodologias moleculares: nested
PCR e PCR multiplex em tempo real (QPCR) em amostras respiratorias
para o diagnéstico de PCP;

= Detectar outros agentes etiolégicos de pneumonia fungica por métodos
moleculares nas amostras respiratorias de pacientes com suspeita de
PCP.
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6 - METODOLOGIA

6.1 - DESENHO DO ESTUDO:
Estudo transversal

6.2 - CASUISTICA:
Para avaliagdo das metodologias propostas foram incluidos 40

espécimes clinicos, entre escarro espontaneo, escarro induzido, aspirado
brénquio-traqueal, lavado bronco-alveolar, encaminhados ao Laboratério de
Micologia, de pacientes com suspeita clinica de PCP. As amostras foram
divididas para a realizagdo de imunoensaios, técnicas histopatologicas,

moleculares e cultura.

Calculo do tamanho amostral: N&do existe ainda nenhum estudo sobre
este tema. Este € um estudo piloto e a amostra € de conveniéncia (n=40),

considerada adequada para este tipo de estudo.

Critério de inclusao: Individuos maiores de 18 anos com historia
clinico-epidemiolégica compativel com micose oportunista, com pneumonia
fungica e imunodeprimidos cujas amostras respiratorias  foram
consecutivamente encaminhadas aos Setores de Diagnéstico Micoldgico e
Imunodiagndstico do Laboratério de Micologia do INI, no periodo de Janeiro de
2013 a maio de 2014.

Critério de exclusao: Individuos cujos espécimes clinicos coletados

fossem insuficientes para realizagdo das metodologias propostas.

Diagnéstico de PCP: Utilizamos como diagndstico a jungao de todos os
dados clinicos e laboratoriais. Foi utilizado como critério clinico de classificacdo
um sistema de pontuacéao indicativo da probabilidade de um paciente ter PCP
ou nao baseado no sistema proposto por Smith, Forbes & Gazzard (1992)
(Tabela 5 e 6)
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6.3 - REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA PARA DIAGNOSTICO
DE PNEUMOCYSTIS JIROVECII [Segundo recomendacbes do fabricante
(MERIFLUOR)]

As amostras respiratorias foram previamente processadas com o agente
mucolitico Ditiotreitol (DTT) em solugédo a 0,1%, com a finalidade de diminuir a
viscosidade, da amostra.  Posteriormente, as amostras tratadas foram
homogeneizadas com auxilio de um vortex e incubadas em banho-maria a
37°C por 15 minutos, com posterior centrifugacéo a 11.5G por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e com auxilio de uma pipeta o sedimento celular
foi retirado e aplicado em movimentos circulares no orificio delimitado na
lamina fornecida pelo kit até seu total preenchimento, o que compreende cerca
de 50ul. O processo de secagem das laminas foi realizado a temperatura
ambiente. Posteriormente, as mesmas foram fixadas com acetona PA. A
revelagao da reagao se deu através da utilizagdo de 50ul do reagente contendo
anticorpo monoclonal, conjugado com isotiocianto de fluoresceina (FITC) e
incubagéao das laminas a 37°C em camara umida por 30 minutos. O excesso de
anticorpo foi removido das laminas, e logo em seguida, foi realizada a adigéo
de uma gota do reagente de montagem sobre as células fixadas, e cobertura
com laminula para observagdo em microscopio de fluorescéncia, numa
absorbancia de 490-520nm, sendo resultado positivo amostras que possuam
dois ou mais cistos tipicos de P. jirovecii e morfologia compativel com
coloracgéo fluorescente verde-macga e sendo resultado negativo a auséncia de

estruturas compativeis.

6.4 - TECNICA DE IMUNOCITOQIMICA (Segundo recomendagées do
fabricante — Kit HiDef Detection Polymer system — CellMarque)

Seguindo o protocolo do Servico de Anatomia Patolégica do INI, as
amostras foram tratadas com fixador cell block para a formagcado de um grumo
celular. ApoGs esse passo, foi realizado a parafinizagdo do material celular e
realizacédo dos cortes histolégicos , na espessura de 3 a 4 um. Os cortes foram
fixados nas laminas silanizadas, que possuem um tratamento para que os
cortes teciduais possam ser fixados eletroestaticamente e em seguida foram

deixadas em estufa a 56°C por no minimo 1 hora para adesao dos cortes a
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lamina. Imediatamente apds a retirada da estufa, as laminas foram colocadas
em cubas com xilol para a total retirada da parafina. Em seguida as amostras
foram desidratadas em alcool absoluto e em seguida foi realizada uma lavagem
em agua corrente para a retirada de reagentes quimicos. As amostras
passaram por bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de perdxido de
hidrogénio PA, lavagem em agua corrente, recuperagdo antigénica (processo
que permite o reconhecimento antigénico seja facilitado, apés o mesmo ter sido
possivelmente prejudicado pela agédo da fixacdo com o formol) e em seguida
incubadas overnight com anticorpos (3F6) contra um carboidrato que compde
uma glicoproteina de P. jirovecii. No dia seguinte foi realizada a revelagédo com
a utilizagcdo da DAB e ao chegar a revelagao ideal, o processo foi interrompido
com a utilizacdo de agua e contra coloragcdo com hematoxilina e por final foi
realizada a montagem das laminas usando laminula e balsamo do Canada e
observadas ao microscopio 6tico em um aumento de 400x, sendo o fundo

arroxeado e as estruturas de interesse, acobreadas.

6.5 - COLORAGAO PELA HEMATOXILINA & EOSINA

ApoOs a parafinizagdo das amostras e os respectivos cortes, 0 excesso
de parafina foi retirado e as amostras fixadas na lamina de microscopia apos
acondicionamento em estufa de microscopia. Em seguida o excesso de
parafina foi retirado por meio de banhos com xilol 100% e posteriormente foram
re-hidratadas em 3 a 5 trocas de alcool 99%. As amostras foram lavadas em
agua corrente e em seguida em agua destilada. Apos esse passo, as laminas
foram submersas na hematoxilina por 5 a 10 minutos e lavadas em agua
corrente. Em seguida procedeu-se a imersao das laminas em eosina, lavagem
em alcool absoluto para retirada do excesso de corante e montagem das
laminas com laminula e balsamo do Canada. Ao final procedeu-se a
observacao das estruturas celulares em microscépio 6tico em 400x, sendo as
estruturas basdfilas coradas pela Hematoxilina e as estruturas aciddfilas

coradas pela Eosina, sendo azul arroxeado e rosa respectivamente.
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6.6 - IMPREGNAGCAO PELA PRATA-METANAMINA (METODO DE
GROCOTT)

Inicialmente, as amostras respiratérias foram tratadas com o fixador cell-
block (Etanol 100%, Formaldeido e Acido acético glacial) e em seguida foram
fixadas em laminas de microscopia com alcool 95%, imersas em acido crémico
por 10 minutos, (para promover a oxidagao das estruturas celulares), e lavadas
com agua filtrada. Posteriormente, as laminas fixadas foram cobertas com
metabissulfito de sodio a 1% para retirar 0 excesso de acido cromico, e
novamente lavadas em agua corrente filtrada. As laminas foram entéo,
banhadas em solugédo de nitrato de prata-metenamina 50%, aquecida a
temperatura de 90°C; lavadas com agua destilada e cobertas com hipossulfito
de sodio PA por 1 minuto, para acentuar a fixagdo da prata pelos fungos. As
laminas foram contra coradas com corante verde-luz por 3 minutos, para que
houvesse um fundo com uma cor diferente da que a coloragéo pela prata
produz, sendo o fundo verde e as estruturas celulares, variando do castanho ao
negro. Em seguida as laminas foram lavadas com diferentes concentragdes de
etanol 70%, 95% e absoluto, xilol e montadas usando balsamo do Canada, e

observadas ao microscopio optico em 400x.

6.7 - REAGAO DE CALCOFLUOR

Para realizar a técnica de Calcofluor, foi obedecido o protocolo
estabelecido pelo fabricante (SIGMA-ALDRICH), seguindo todas as
orientagdes de, numa lamina de microscopia, acrescentar uma gota da amostra
a ser observada, uma gota de Hidroxido de Potassio 10% (KOH) e cobrir com
uma gota do reagente de Calcofluor, examinando ao final no microscépio de

fluorescéncia em aumento de 400x.

6.8 - CULTURA

As culturas foram realizadas em meio Sabouraud e Mycosel e incubadas
em temperatura ambiente com a finalidade de confirmar os possiveis achados
nos outros testes do estudo. Apds a incubagao por quatro semanas, as culturas

foram analisadas, havendo crescimento, os fungos foram identificados macro e
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micromorfologicamente e ndo havendo crescimento apds as quatro semanas

de incubagao, as culturas foram desprezadas.

6.9 - EXTRAGAO DE DNA A PARTIR AMOSTRAS RESPIRATORIAS

A extragao foi realizada com o kit comercial QlAamp DNA mini kit —
(QIAGEN) seguindo as recomendagbes do fabricante. A partir de 200 pl de
amostra respiratéria cinco etapas foram realizadas: lise celular com tampao de
lise, precipitacao de proteina e degradagao de possiveis proteinas inibidoras da
PCR pela proteinase K, adsor¢gdo do DNA em coluna de silica; processo de
lavagem para eliminagdo de residuos contaminantes, e eluicdo dos acidos
nucleicos com tampéao de eluicdo AE, composto por 1TmM Tris-HCI, 0,5 mM
EDTA e pH 9,0.

6.10 - PCR PARA B-GLOBINA

Para analisar a hipotese de um possivel inibidor de reagao presente nas
amostras a serem analisadas, foi realizada uma PCR direcionada para o gene
constitutivo que codifica a B-globina humana. O resultado esperado € a
presencga de positividade para o gene em todas as amostras analisadas por se
tratar de material humano. A ndo ocorréncia de amplificagdo caracterizaria a

presenca de inibidores na reagao da PCR.

6. 11 - NESTED PCR para P. jirovecii [WAKEFIELD et. al., 2002] e H.
capsulatum [BIALEK et. al., 2002]

A nested PCR ¢é definida por usar duas reag¢des e dois pares de primers
distintos, um par externo e outro par interno, desenhado para uma sequéncia
previamente definida dentro da primeira amplificagdo para melhorar a
especificidade e a sensibilidade da técnica. A primeira reagdao ocorre
normalmente, usando o DNA como molde e o diferencial acontece na segunda
reacao, que utiliza como molde uma aliquota da primeira amplificagdo. Estas
duas etapas sao realizadas separadamente e o fragmento gendmico sera
amplificado utilizando os primers (Invitrogen) para P. jirovecii: pAZ 102-E, pAZ
102-H (primers externos), pAZ 102-X e pAZ 102-Y (primers internos)

direcionados para o gene mtLSUrRNA. Ja para H. capsulatum utilizamos como
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alvo a sequéncia do gene que codifica uma proteina predicta de 100kDa e os
primers HCI e HCII (primers externos), HCIIl e HCIV (primers internos).

As sequencias nucleotidicas dos primers e as condi¢gdes de ciclagens
térmicas aplicadas as PCR estdo demonstradas respectivamente nas tabelas 1
e 2.

Tabela 1: Primers utilizados na amplificagdo de sequéncia do gene
miLSUrRNA de P. jirovecii, e do gene100kDa de H. capsulatum por nested
PCR e primers utilizados para amplificagcado de gene humano da (3-globina por

PCR convencional.

PCR primer Sequéncia Detecgao
B-globina BglobF 5-GCAAGAAAGTGCTCGGTGC-3'  pglobina
humana BglobR 5-CACTCAGTGTGGCAAAGGTG-3' Humana

12 reacao pAZ 102-E 5-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3 Pj

primers externos ~ pAZ 102-H 5-GTGTACGTTGCAAAGTACTC-3’

2.2 reagao pAZ 102-X 5-GGTATAGCACTGAATATCTC-3) Pj
primers internos  pAZ 102-Y 5-AATTACTGTTCTGGGCTGTT-3’

12 reagao Hc | 5-GCGTTCCGAGCCTTCCACCTCAAC-3' Hc
primers externos ~ Hc |l 5-ATGTCCCATCGGGCGCCGTGTAGT-3
2% reacao Hclll 5-GAGATCTAGTCGCGGCCAGGTTCA-3 Hc

primersinternos Hc IV~ 5-AGGAGAGAACTGTATCGGTGGCTTG-3’

Legenda: Pj = Pneumocystis jirovecii e Hc = Histoplasma capsulatum
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Tabela 2: Condi¢cbes de ciclagens térmicas aplicadas a nested PCR para o
gene mtLSUrRNA de P. jirovecii, para o gene HC100 que codifica a proteina
predicta de 100kDa de H. capsulatum e PCR para o gene da [-globina

humana.

PCR

B-globina

Condi¢oes de amplificagao

Desnaturacéo Inicial - 95°C por 3min

Desnaturacéo — 95°C por 30s
Pareamento — 57°C por 30 s
Extensdao — 72°C por 30 s
Extensao Final — 72°C por 10 min

Ciclos

45

nested PCR

P. jirovecii
12 reagao

2% reagao

Condigoes de amplificagao

Desnaturacao - 94°C por 1,5 min
Pareamento - 60°C por 1,5 min
Extensao - 72°C por 2 min

Desnaturacdo 94°C por 1,5 min
Pareamento 61,7°C por 1,5 min
Extensao - 72°C por 2 min

Ciclos

40

40

nested PCR

H. capsulatum
12 reagao

2% reagao

Condigoes de amplificagao

Desnaturacéo Inicial — 94°C por 5 min

Desnaturacédo 94°C por 30 s
Pareamento 65° por 30 s
Extensao 72°C por 1 min
Extensao final 72°C por 5 min

Desnaturagéo Inicial 94°C por 5 min

Desnaturacéo 95°C por 30 s
Pareamento 67°C por 30 s
Extensdo 72°C por 1 min
Extensao final 72°C por 1 min

Ciclos

35

35
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6.12 - gPCR MULTIPLEX [GAGO et al, 2014]

Esta metodologia foi realizada por meio de uma parceria entre o
laboratério de Micologia do INI e o Departamento de Micologia do Centro
Nacional de Microbiologia - Instituto de Salud Carlos Ill, Madri, Espanha. Para
a producido dos resultados, as amplificagdes foram executadas em
termociclador LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Manhein, Alemanha) e
direcionadas para a regiao ITS do rDNA. PCRs foram realizados em 20yl
contendo 2X SensiMix DNA (Quantance Ecogen, Madrid, Espanha) de acordo
com as instrugdes do fabricante, 0,5 uM de cada primer para cada uma das
espécies testadas (Tabela 3), 0,25 yM do primer para o controle interno, 0,2
MM de cada sonda espécie-especifica, 0,1 uM da sonda controle interno, 2 fg
do plasmideo (pICJF) controle da reagédo (controle interno) e 2 pl do DNA
extraido das amostras respiratorias. Desnaturagao inicial do DNA foi obtida
com aquecimento a 95°C por 10 minutos. A seguir, a PCR foi realizada por 50
ciclos com 25 segundos de desnaturagao a 95°C, 30 segundos de pareamento
a 50°C, e extensdo por 5 segundos a 72°C, seguido de um ciclo de
resfriamento a 40°C por 30 segundos. Os resultados e analises desta

metodologia foram obtidos pelo grupo colaborador mencionado acima.

Quadro 1: Sequéncias dos primers e sondas utilizadas na gPCR multiplex

Espécies/primers e sondas Sequéncias®

Pneumocystis jirovecii

OLIPJMBA1 (f) 5-CCC TAGTGT TTT AGC ATT TTT C-3’
OLIPJMB2 (r) 5-CTG CAATTC ACACTACTT ATC G-3
Sonda Pj-MB1 CAAATCGCG-BHQ1-3’

Histoplasma capsulatum® Dados incluidos em patente

Cryptococcus neoformans

OLI CRYPTO 1 2 (f) 5-CCT GTT GGA CTT GGATTT GG-3’

OLI CRYPTO 2 (r) 5-AGC AAG CCG AAG ACT ACC-Z

Sonda MB CRYPTO GACAGGTAATCAAGATCGCG-BHQ1-3
Jellyfish (controle interno)

Oli-icjf1 (f) 5-GCC TGG TGC AAAAAT TGC TTATC-3

Oli-icjf2 (r) 5-CTA AGA CAAGTG TGT TTATGG TAT TG-3

Sonda CIJF-MB CCAATCGCG-BHQ2-3

#BHQT1, black hole quencher 1
b Sequencias dos primers e sondas para H. capsulatum foram incluidos na patente PCT/ES2009070340
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6.13 - CORRELAGAO CLINICO-LABORATORIAL

Para correlacionar os resultados laboratoriais (IFD e nested PCR) e os
aspectos clinicos dos pacientes, tabela de contingéncia 2x2 foram construidas
e o teste exato de Fisher aplicado as mesmas. Valores de p inferiores a 0,05
foram considerados significantes.
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6.14 - ASPECTOS ETICOS

Este estudo estabelece que as informagcdes metodolégicas e os
resultados obtidos no mesmo s&o confidenciais, ndo devendo ser repassados a
outros laboratérios ou divulgados publicamente sem prévia concordancia dos
envolvidos no estudo. Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, como subprojeto
do Projeto 645 (SGI-Submissao Pesquisa) e CAAE (CEP) 00580.0.009.000-09,
tendo sido aprovado. Pacientes assinaram o TCLE (Anexo 1) e os

pesquisadores envolvidos assinaram o termo de compromisso (Anexo 2)
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7 - RESULTADOS

Durante todo o ano de 2013 e no primeiro semestre de 2014, foram
recebidas 70 amostras respiratorias no laboratério de Micologia e obedecendo
os critérios de inclusdo e exclusdo, apenas 40 amostras oriundas de 40
pacientes com suspeita de PCP foram incluidas no estudo, distribuidas na
seguinte ordem: escarro induzido com 21 amostras (52,5% da amostragem),
seguido de lavado traqueal com 11 amostras (27,5%), lavado broncoalveolar,
com 5 amostras (12,5%) e a menor quantidade, escarro espontaneo, com

apenas 3 amostras (7,5%).

O quadro 2 demonstra as caracteristicas dos pacientes incluidos no
estudo. Entre estes pacientes encontramos uma predominancia do sexo
masculino (72,5%). Quando avaliada a idade destes pacientes variou de 18 a
59 anos, com média de 37 anos e mediana de 38 anos, com um predominio da
faixa etaria entre 20 a 39 anos (57,7%). Todos os pacientes eram portadores
do virus HIV, com aids, possuindo carga viral variavel. De acordo com a
classificagdo do CDC (1992) ficou evidenciado que o status imunolégico dos
pacientes baseados na contagem de linfocitos TCD4+, variou de um grau de

imunocomprometimento moderado (15%) a grave (85%). (CDC, 1992)
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Quadro 2: Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes incluidos no
estudo (n=40)

Variaveis n %
Sexo

Masculino 30 75

Feminino 10 25
Idade

18-19 1 2,5

20 -39 23 57,5

40 — 59 16 40
HIV

Positivo 40 100

Negativo 0 0
Carga viral

Nao informada 19 47,5

<1.000 4 10

1001-10.000 5 12,5
10.001- 100.000 2 5

>100.000 10 25
Contagem TCD4+

<10 3 7,5

11-50 7 17,5

51-100 17 42,5

>100 - 500 13 32,5
Tratamento

SMX - TMP 40 100

O quadro 3 demonstra a classificacdo da probabilidade dos pacientes
terem PCP baseado no sistema de pontuacdo proposto por Smith, Forbes &
Gazzard (1992). Nesta populacédo, podemos predizer que 21 pacientes (52,5%)
tinham PCP, ja que de acordo com a classificacao de Smith, Forbes & Gazzard

(1992) apresentaram valores preditivos de PCP maiores que 82% (Quadro 4).



62

Quadro 3. Sistema de pontuagcédo segundo Smith, Forbes & Gazzard (1992) e

validade em predizer PCP em 40 pacientes incluidos no estudo.

Caracteristica Numero de pacientes Pontuagao
Pontuacgao Inicial 40 +3
Sintomas Clinicos

Sim 09 +6
Nao 31 -9
Sem profilaxia

Sim 27 +7
Nao 13 -9

Rx Térax com infiltrados

Sim 26 +12
Nao 14 -6
Dessaturagao

Sim 16 +9
Nao 24 -13
Possiveis pontuagoes -34 a +37

Quadro 4: Probabilidade de PCP de acordo com score final.

Pontuagao Final

Pacientes n (%)

Probabilidade PCP

<3
-3a+6
>+06
>+19

19 (47%)
10 (25%)
11 (27,5%)

23%
82-87%
98%

Os resultados obtidos nas diferentes metodologias empregadas neste

estudo estdo disponibilizados no Apéndice A. Foram incluidos métodos

convencionais, moleculares, carga viral e contagem de linfécito TCD4+.
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7.1 - IMUNOENSAIOS

Dentre as 40 amostras estudadas, seis delas apresentaram resultado
positivo na IFD, tendo sido obervadas estruturas morfologicamente compativeis
com o fungo, corados por fluorescéncia cor verde-macga correspondendo a 15%

da amostragem estudada (Figura 4).

Figura 4. Representativo das amostras positivas para P. jirovecii na reagao de
imunofluorescéncia direta, com aumento de 400x.

As amostras também foram submetidas ao teste de imunohistoquimica,
o qual utiliza anticorpo monoclonal contra um antigeno especifico de P. jirovecii
de 82kDa, detectando-o tanto nas formas cisticas e trofozoitas. Porém, nao

foram observados resultados positivos (Figura 5).
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Figura 5. Demonstrativo dos espécimes clinicos submetidos a imunocitoquimica, (A) —
Controle positivo, mostrando a ligagdo antigeno-anticorpo de tonalidade marrom e (B) —
amostra do estudo mostrando ndo haver nenhum tipo de ligagédo, parametro que foi o mesmo
para todas as amostras em aumento 400x.

7.2 - TESTES DE COLORAGCAO

Na anadlise da coloragdo por Hematoxilina & Eosina pode-se observar
dois parédmetros importantes, a evidéncia do microrganismo e a adequabilidade
da amostra. Em 10 espécimes clinicos avaliados foram observados materiais
com rara ou escassa celularidade (Paucicelular ou acelular) (Figura 6A).
Mesmo assim, foram evidenciadas células caracteristicas do trato respiratorio
tais como; células escamosas, cilindricas e macréfagos alveolares; bem como
polimorfonucleares (Figura 6B), e alguns artefatos (tecido vegetal) em um
espécime clinico. Nao foi observada a presenga de microrganismos nesta

coloracao.
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Figura 6. Representativo da avaliagao da coloragdo por Hematoxilina & Eosina. (A): Amostra
paucicelular, apresentando poucos neutréfilos (seta verde) e células escamosas (seta azul).
(B): Célula escamosa (seta azul), célula cilindrica (seta preta) e macrofago alveolar (seta
vermelha). Aumento de 400x.

Na coloragéo pela prata metanamina, foram observados fungos em
52,5% das amostras estudadas; caracterizados pela presenca de hifas,
pseudohifas e estruturas leveduriformes (Figura 7). Houve a predominancia do
género Candida confirmadas pelo cultivo positivo para este género em 25%
dos casos. Foi também evidenciada a presenca de estruturas leveduriformes
compativeis com H. capsulatum (Figura 7) P. jirovecii e Cryptococcus spp em 3

amostras (7,5%) (Apéndice 1).
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Figura 7 — Impregnacdo pela prata de grocott em cell block de escarro esponténeo de paciente
com suspeita clinica de PCP. 400x. Caso n? 35 apresentando estruturas leveduriformes
compativeis com H. capsulatum.

Dentre todas as técnicas realizadas, o teste de calcofluor apresentou a
menor sensibilidade, ja que n&do foram observadas estruturas compativeis com
P. jirovecii em nenhuma das amostras incluidas no estudo.

Apo6s a incubacdo de quatro semanas em temperatura ambiente, em
meio Sabouraud e Mycosel, os resultados da cultura mostraram que n&o houve
crescimento fungico em 25 amostras (62,5%), houve crescimento de fungos do
género Candida em 13 amostras (32,5%). Em uma amostra (2,5%) houve
crescimento de C. neoformans e em uma cultura (2,5%), houve crescimento de

dois microganismos, Candida e C. neoformans.

7.3 - METODOS MOLECULARES ENVOLVENDO ACIDOS NUCLEICOS

Apods o processo de extracdo de DNA de amostras clinicas e realizagao
da PCR para gene constitutivo humano que codifica a B-globina, observou-se
que todas as amostras clinicas apresentaram resultados positivos,
caracterizando assim, a nao interferéncia de contaminantes inibidores de

reacao de PCR, bem como a integridade do DNA.
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Para analisar a possibilidade de reagao cruzada entre microrganismos e
assim poder descarta-la, foi realizado um experimento inicial, onde os primers
da reacao de P. jirovecii foram testados contra DNA de outros microrganismos.
O resultado desse experimento mostrou que houve reagao cruzada, havendo

amplificagdo apenas na amostra que tinha DNA de P. jirovecii (Fig. 8).

290 pb

Figura 8 — Reacao nested PCR utilizando primers de P. jirovecii contra DNA de outros fungos,
1-Candida glabrata, 2-Cryptococcus neoformans, 3- Paracoccidioides brasiliensis, 4- Sporothrix
schenckii, 5-Pneumocystis jirovecii, 6-Histoplasma capsulatum e 7-Controle negativo.

Na busca de detectar a presenca de P. jirovecii utilizando acidos
nucleicos em pacientes imunocomprometidos com pneumonias, a nested PCR
utilizando primers direcionados para a subunidade maior do RNA ribossomal
mitocondrial (MtLSUrRNA) foi o teste que apresentou o maior numero de
amostras positivas. Dentre as 40 amostras estudadas, doze apresentaram
fragmentos de DNA de 290 pares de base representando assim, 30% da

amostragem (Fig. 9).
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Figura 9 — Padrdo de bandas apds eletroforese em gel de agarose a 1% de amostras
analisadas para P. jirovecii pela nested PCR, sendo as amostras 2, 5 8, 11 positivas; amostra

12 — Controle positivo e amostra 14 — Controle negativo.

Para analisar a especificidade da nested PCR, foi realizado um
experimento similar ao citado acima, desta vez, primers da reagcdo de H.
capsulatum contra DNA de outros fungos, havendo amplificagdo apenas na

amostra que tinha DNA de H. capsulatum. (Fig. 10).
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210 pb

Figura 10 - Reagdo de amplificacdo com primers para H. capsulatum contra DNA de outros
fungos. PM — Peso molecular, 1 — Candida glabrata, 2 — Cryptococcus neoformans, 3 —
Paracoccidioides brasiliensis, 4 — Pneumocystis jirovecii, 5 — Sporothrix schenckii, 6 —
Histoplasma capsulatum e 7 — Controle negativo.

Quando as amostras do estudo foram submetidas a nested PCR para H.
capsulatum com primers direcionados para a sequéncia do gene HC100 que
codifica a proteina de 100 kDa, detectou a presenga do DNA do fungo em 28
amostras (70% da amostragem) através da amplificagdo de uma banda de 210

pares de base (Figura 11).
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Figura 11— Padrdo de bandas positivas para H. capsulatum em gel de agarose a 1% apods
eletroforese, sendo as amostras 2, 4, 6, 10, 11, 12, 13 e 14 positivas, 15 — Controle positivo e
16 — Controle negativo.

Quando a técnica de diagndstico molecular baseado em PCR em tempo
real (QPCR Multiplex) foi realizada nas nossas amostras, a qPCR multiplex
apresentou onze amostras positivas para H. capsulatum (Amostras
5,18,24,25,27,32,33,34,35,38,40), somente uma para P. jirovecii (Amostra 9) e
duas amostras para C. neoformans (18, 24), sendo que as duas amostras
positivas para C. neoformans apresentaram co-infeccdo com Histoplasma
capsulatum. Cabe salientar que todas as amostras positivas para H.
capsulatum e P. jirovecii neste teste, também foram positivas na nested PCR

para H. capsulatum ou P.jirovecii.

A sensibilidade da nested PCR foi avaliada no modelo H. capsulatum
onde se utilizou 5 amostras clinicas estocadas em nosso laboratério e
micologicamente comprovadas, com crescimento de H. capsulatum em cultura.
Todas, e mais os controles positivo e negativo, foram submetidas a nested
PCR com primers de H. capsulatum, com a finalidade de detec¢ao do DNA do

fungo, com amplificagdo de uma banda de 210pb, apds a realizag&do da técnica
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e observacao dos resultados eletroforese em gel de agarose, observou-se que
as amostras que tiveram crescimento em cultura, também apresentaram banda

especifica (Figura 12).

210 pb

Figura 12 — Reacdo de nested PCR com primers de H. capsulatum utilizados com DNA
extraidos de amostras positivas em cultura. PM — peso molecular, 1 — Controle negativo, 2 ao 6
— amostras positivas em cultura e positivas na PCR e 7= controle positivo

7.4 - CORRELAGAO ENTRE OS METODOS LABORATORIAIS

Os resultados do presente estudo mostram uma correlacio parcial entre
os dados observados pela IFD e nested PCR para P. jirovecii, onde o teste
molecular detectou doze amostras positivas entre as quarenta estudadas (30%)
e a IFD detectou a presenca do fungo em seis amostras (15%), sendo as
amostras 6, 7, 8, 9, 16, 18, 19, 21, 33, 34, 35 e 38 e as amostras 9, 16, 18, 19,
34, 35) positivas na nested PCR e na IFD respectivamente. Isso mostrou que o
teste molecular exerceu uma vantagem sobre a IFD, quando comparada a

quantidade isolada de amostras positivas em cada teste, pois as amostras que
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foram positivas na IFD, também foram na nested PCR para P. jirovecii, ndao
ocorrendo o inverso (Apéndice A).

Nao foi possivel fazer uma comparagao fiel entre as técnicas de
coloragdo, os imunoensaios, o cultivo e as técnicas moleculares devido a
adequabilidade das amostras clinicas empregadas no estudo, sugerindo que o
fato de algumas amostras serem paucicelulares e muitas apresentarem
crescimento de fungos do género Candida, possa ter comprometido o
crescimento em cultura.

Quando comparamos duas técnicas moleculares para deteccado de P.
jirovecii, a nested PCR e gPCR multiplex, observou-se que a nested PCR
também se mostrou mais vantajosa quando comparada com a qPCR multiplex,
detectando sequencia especifica em doze espécimes clinicos (amostras 6, 7, 8,
9, 16, 18, 19, 21,33,34, 35 e 38) e a qPCR Multiplex detectou a presenca do
DNA de P. jirovecii apenas em uma amostra (9), amostra essa que também foi
positiva na nested PCR (Apéndice A).

Ja a comparagao entre a nested PCR e qPCR multiplex para a detecg¢ao
de H. capsulatum, demonstrou vinte nove amostras positivas na nested PCR
(Apéndice A) e onze na qPCR (amostras 5, 18, 19, 24, 25, 27, 32, 33, 34, 35,
38) sendo que as onze amostras positivas na qPCR multiplex também foram
positivas na nested PCR, mostrando assim, uma maior expressividade dos
resultados obtidos na nested PCR.

Algumas infec¢des mistas foram evidenciadas pelos métodos
laboratoriais empregados neste estudo. Um exemplo é a amostra 35, que foi
positiva para H. capsulatum na coloracdo pela Prata metanamina, na qPCR
Multiplex e na nested PCR, sendo também positiva para P. jirovecii tanto na
nested PCR quanto na imunofluorescéncia direta, porém esse é um caso onde
o diagnostico ndo pode ser concluido, pois no caso de H. capsulatum, n&o
houve crescimento do fungo em cultura, resultado também encontrado em
outras 8 amostras (6, 7, 8, 18, 19, 33, 34, 38), onde foi detectada a presenca
de DNA de P. jirovecii e de H. capsulatum pela nested PCR, sendo também
detectado DNA de H. capsulatum nas amostras (18, 19, 33, 34 e 38) pela
gPCR Multiplex.
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Ainda se tratando de co-infecgbes, a amostra de numero 19, foi positiva
para P. jirovecii pela Imunofluorescéncia direta e pela nested PCR, sendo
também positiva na qPCR Multiplex para C. neoformans, o qual também foi
isolado em cultivo, mostrando assim, mais um paciente sendo acometido por

duas espécies fungicas.

7.5 - CORRELAGAO CLINICO-LABORATORIAL

Como as técnicas de IFD e nested PCR foram as unicas que
apresentaram positividade significativa para P. jirovecii, realizamos a
correlagao clinico-laboratorial somente nessas duas técnicas. Na técnica de
IFD verificou-se que nenhum paciente com probabilidade menor que 23% de
PCP foi positivo nesta técnica. Ja no grupo de pacientes com probabilidade
maior que 82% verificamos uma positividade de 28,5% e os demais 15
pacientes (71,5%) apresentaram resultado negativo. Desta forma, esta técnica
conseguiu distinguir significativamente os dois grupos de pacientes, sendo
obtido um P valor de 0,02 através do teste exato de Fisher (Figura 13A).

Quando analisamos a correlagao entre os resultados da nested PCR e a
probabilidade de PCP dos pacientes verificamos que do grupo de pacientes
com menos de 23% de probabilidade de PCP um paciente (5%) apresentou
positividade nesta técnica, enquanto que os outros 18 pacientes foram todos
negativos. Dentre os pacientes com probabilidade maior que 82% para PCP
verificamos que 11 pacientes (52%) foram positivos enquanto que dez
pacientes (48%) foram negativos. Analisando esses dados verificamos uma
diferenga estatisticamente significante entre os grupos, sendo obtido um P
valor de 0,0015 através do teste exato de Fisher (Figura 13B). Cabe salientar
que o valor de P menor obtido na nested PCR comparado com a IFD indica

que a primeira técnica é superior a segunda no diagndstico da PCP.
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Figura 13 — Deteccéo de positividade por meio da IFD e nested PCR entre os pacientes com

variadas probabilidades de PCP.

Os quadros 5 e 6 apresentam os resultados positivos e negativos na nested

PCR e IFD distribuidos pelos respectivos scores dos 40 pacientes.

Quadro 5 - Distribuicdo dos resultados do teste de Imunofluorescéncia entre os

pacientes que tiveram resultado positivo e negativo em seus respectivos scores.

Score dos Pacientes + - Total
98% 2 9 11
87% 1 1 2
82% 3 5 8
23% 0 19 19
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Quadro 6 — Distribuicao dos resultados da nested PCR entre os pacientes que tiveram

resultado positivo e negativo em seus respectivos scores.

Score dos Pacientes + - Total
98% 6 5 11
87% 1 1 2
82% 4 4 8
23% 1 18 19

A nested PCR detectou presenca do DNA de P. jirovecii em todos os

scores, 23%. 82%, 87% e 98%, enquanto a IFD detectou a presenca de P.

jJirovecii apenas nos pacientes que possuiam uma maior probabilidade de ter a

doenga.
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8 - DISCUSSAO

Este estudo teve como principal objetivo avaliar o desempenho de
métodos laboratoriais no diagndstico de pneumonia causada por Pneumocystis
jirovecii. Nossa casuistica foi constituida por amostras respiratérias
provenientes de quarenta pacientes com aids, com imunossupressao
consideravel e com sintomas respiratérios compativeis com os apresentados
por doengas de origem fungica. Baseado nestes dados, a utilizagdo do sistema
de pontuagdo proposto por Smith, Forbes & Gazzard (1992) em quarenta
pacientes permitiu predizer alta probabilidade em um grupo destes individuos
estarem com PCP, sugerindo que este sistema deveria ser aplicado em todas
as investigacdes que envolvam pacientes com suspeita de PCP.

O método sugerido como padrao para diagnosticar PCP continua a ser a
identificacdo microscépica de P. jirovecii por métodos de visualizagdo, mais
especificamente a IFD, por detectar o fungo nos seus dois estagios evolutivos,
em amostras respiratérias. No entanto, o desempenho de técnicas de
visualizacdo microscopica de P. jirovecii € dependente da qualidade do
espécime clinico, numero de microrganismos e da experiéncia do investigador
(CARMONA et al., 2011). Além disso, estudos destacam a baixa carga de
P jirovecii em pacientes imunocomprometidos, nao portadores de HIV
(THOMAS & LIMPER 2004) e da falta de sensibilidade dos métodos
microscopicos (FLORI et al, 2004).

Das 25 amostras em que nao houve crescimento fungico, 12 amostras
eram amostras com celularidade escassa e isso pode ter comprometido o
resultado. Nas 13 amostras em que houve crescimento de fungos do género
Candida, resultado que confirmou a maioria dos achados na coloragéo pela
Prata, porém, na amostra 35 houve a visualizagdo de estruturas compativeis
com H. capsulatum, na coloracao pela Prata e amplificacdo de DNA na nested
PCR e na gPCR, ndo havendo crescimento em cultura, porém o fato de
crescimento de Candida nessa amostra, pode ter dificultado o crescimento de
H.capsulatum.

A deteccdo de DNA de C. neoformans na amostra 19 pela gPCR foi

confirmada em cultura, porém na amostra 24, também foi detectada a presenca
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de DNA de C. neoformans pelo mesmo método, ndo havendo dessa vez
confirmagao micoldgica.

Indmeros trabalhos comparando os métodos convencionais de
diagndstico vém demonstrando a baixa sensibilidade destas metodologias. Um
estudo mostrou que em uma amostragem de 275 pacientes com PCP, somente
nove amostras (3,27%) apresentaram positividade na coloragéo pela prata e 16
(5,81%) amostras foram positivas pela imunofluorescéncia direta. Entretanto,
quando a nested PCR foi avaliada, P. jirovecii foi identificado em 44 amostras
(16%), mostrando a maior sensibilidade do teste molecular (GUPTA et al.,
2009). Embora o nosso estudo tenha uma amostragem menor, nossos dados
sdo similares a este estudo anterior onde foi encontrada uma positividade de
30% em um método molecular, a nested PCR, contra 15% nos testes de IFD.

Em outro estudo realizado por El-Seidi e colaboradores (2008), muito
similar ao nosso, os pesquisadores utilizaram cinquenta espécimes clinicos,
entre estes lavado broncoalveolar, escarro e lavado nasofaringeal, e foram
comparadas trés metodologias: coloragdo pelo Giemsa, imunofluorescéncia
direta e nested PCR. Apds a realizagdo dos testes, foi observado que uma
amostra foi positiva no Giemsa, quatro amostras foram positivas no teste de
imunofluorescéncia direta e 0 método molecular detectou a presenga do DNA
de Pneumocystis spp. em 36 das 50 amostras submetidas ao estudo,
mostrando mais uma vez a superioridade dos testes moleculares quando
comparados com testes tradicionais (EL-SEIDI et al 2008).

Autores sugerem que o teste de Calcofluor e a coloragdo pela Prata
oferecem os melhores parametros para uso na rotina de um laboratério clinico
(PROCOP, 2004), porém, os resultados obtidos neste estudo contrapbéem a
literatura principalmente no que se refere ao Calcofluor, teste em que todas as
amostras foram negativas, pois ja foi descrito que a qualidade da amostra pode
comprometer o resultado de alguns testes (CARMONA 2011). Possivelmente a
qualidade de nossas amostras expliqgue o baixo rendimento do teste no
presente estudo. Sabe-se também que lavados bucais e escarro sdo menos
efetivos na obtencdo de suficiente numero de organismos para serem

visualizados com técnicas de coloragao (HARRIS et al., 2011).
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A analise da coloragéo por Hematoxilina-Eosina revelou, em sua grande
maioria, material com rara ou escassa celularidade (amostra paucicelular),
razao pela qual poderia ser explicada a ocorréncia de menor positividade nos
testes convencionais. Entretanto, metodologias voltadas a acidos nucleicos
cujos protocolos demandem lise celular, precipitacdo de proteinas e extragéo
de DNA de todas as células presentes nas amostras garantem um maior
suporte molecular para o sucesso da detecgao de P. jirovecii em amostras
paucicelulares.

Embora a literatura cite a imunohistoquimica como uma técnica mais
sensivel e especifica quando comparadas com as coloragbes convencionais
(WAZIR 2004), nao foram esses os resultados encontrados no presente
estudo, onde todas as amostras foram negativas no teste, resultado
semelhante ao da coloragdo pela prata, mostrando assim, nao haver
superioridade entre os métodos utilizados em estudos prévios quando
comparados aos nossos resultados.

Um estudo publicado em 2007 fez uma comparagdo entre nove
metodologias moleculares e mostrou que a nested PCR para deteccado da
mtLSUrRNA foi a reacdo que apresentou os melhores resultados, tendo a
maior positividade dentre as técnicas utilizadas, sendo entdo a metodologia
mais indicada para a detecgdo de DNA de Pneumocystis jirovecii em amostras
respiratorias (ROBBERTS, 2007). Mais recentemente, uma PCR simples foi
proposta para deteccdo de Pneumocystis spp. (CHABE et al. 2014) onde a
sensibilidade da técnica foi comparavel com a da nested PCR. Esta publicagado
foi gerada no final de nosso trabalho e nao foi possivel a realizagdo desta
técnica, mas estudos estdo em andamento, na mesma amostragem, para
comparagao dos resultados e implementacdo de uma das PCR’s no
diagndstico laboratorial do Laboratério de Micologia do INI.

A deteccdo de P. jirovecii em individuos que se apresentam sem
pneumonia ou com pneumonia de outra etiologia tem sido definida como
colonizagao ou "transporte" (MORRIS & NORRIS, 2012). Em nosso estudo, a
diferenciagao entre colonizacédo e doenga ativa nao pode ser avaliada uma vez
que a nested PCR para P. jirovecii € somente qualitativa e nao faz

diferenciagcao entre colonizacdo e infeccao, fazendo apenas a deteccdo do
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DNA presente nas amostras, sendo assim, indispensavel a analise dos dados

clinicos dos pacientes.

Na gPCR multiplex, onde todas as amostras foram submetidas, em uma
mesma reagao para a detecgdo de DNA de H. capsultatum, C. neoformans e P.
jirovecii;, 11 amostras foram positivas para H. capsulatum, 2 para C.
neoformans e 1 para P. jirovecii. Todos o0s pacientes apresentavam
sintomatologia compativel com infec¢des fungicas, como febre, tosse, perda de
peso e hepatomegalia, reforcando a hipdtese da presenca de mais de um
fungo, ainda que ndo haja infecgcdo, pode-se sugerir a deteccdo de uma
colonizagdo. Contudo, o estado imunoldgico e a regido geografica dos
pacientes suportam os resultados achados no estudo, se tornando um dado
importante para uma possivel conduta clinica nestes pacientes.

A necessidade de uma busca mais intensificada pela insercdo de
metodologias nos levou a comparar os resultados obtidos na nested PCR
realizada pelo nosso grupo com métodos mais sensiveis e que poderiam
detectar com maior rapidez trés dos mais frequentes agentes de pneumonias
fungicas. Para tanto, foi realizada a qPCR multiplex em tempo real utilizando
primers alvos para H. capsulatum, C. neoformans e P. jirovecii descritos na
tabela 3.

Neste estudo, a nested PCR apresentou maior positividade que a gPCR
multiplex para P. jirovecii. Uma possivel explicacdo para estes resultados
seriam os genes alvos, ja que trabalhamos na nested PCR com o gene
miLSUrRNA com multiplas cépias por célula por se tratar de um alvo
mitocondrial e P. jirovecii possuir multiplas mitocondrias (GUPTA et al., 2009),
provendo assim alvos abundantes, diferente de técnicas que possuem como
alvo a regido ITS. Diferentemente da maioria dos organismos eucariotos, P.
jJirovecii possui apenas uma coépia do gene que codifica o RNA ribossomal,
sendo uma das principais razdées pela qual as técnicas que tém como alvo a
regido ITS de P. jirovecii possuirem um baixo rendimento (GUPTA et al., 2009).
Entretanto, a nested PCR e a qPCR Multiplex ndo diferenciam colonizagao de
infeccdo e a hipotese de detecgdo de uma colonizagdo nao pode ser

descartada.
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A presencga de co-infecgdo com outras micoses sugerida por nés € uma
hipétese extremamente valida uma vez que a populacgao inserida no estudo foi
de individuos imunodeprimidos e consequentemente sujeitos a varias
patologias ao mesmo tempo.

A co-infeccdo entre H. capsulatum e P. jirovecii ja foi descrita em
morcegos, em um estudo que analisou fragmentos de pulmdo de 122
mamiferos, os pesquisadores encontraram, apés amplificagcado por nested PCR,
DNA de H. capsulatum em 98 morcegos, DNA de Pneumocystis spp. em 51
morcegos e 43 morcegos estavam co-infectados com os dois microrganismos
(GONZALEZ-GONZALES, et al., 2014).

O primeiro relato humano conhecido de co-infec¢céo entre H. capsulatum
e P. jirovecii aconteceu com uma crianga de oito anos do sexo masculino, o
paciente era portador da doenga de Chron e fazia uso de INFLIXIMAB, um
anticorpo monoclonal usado no bloqueio do Fator de Necrose Tumoral (TNFa)
e tratamento da doenga de Crohn. Apds a realizagédo de exames laboratoriais,
foi observada a presenga de P. jirovecii na coloracido pela prata metanamina e
crescimento de H. capsulatum em cultura, sendo um dado importante para os
nossos achados, pois os pacientes do estudo possuem elevado grau de
imunocomprometimento e residem em &area endémica de histoplasmose,
viabilizando a possibilidade de detec¢cdao do material genético de ambos os
microrganismos (JAMES & SONIA 2010). Posteriormente, Gal e colaboradores
(2013) também demonstraram concomitancia das duas doengas em paciente
com aids. Também ja foi demonstrada a associagao de PCP com criptococose
(JAVIER et al., 2012), com tuberculose (NOWASEB et al., 2014; SUK et al.,
2014) e com outras DIP’s (BAVA et al., 2011; ANONYMOUS, 2013). Portanto,
a associagao de P. jirovecii com outros fungos era esperada e os métodos
moleculares utilizados em nosso estudo foram sensiveis o suficiente para a
deteccao dessas coinfeccdes.

O fato da nested PCR apresentar melhores resultados na detecgao de
DNA de P. jirovecii ja foi discutido, em um estudo que mostrou que o alvo para
o qual a nested PCR foi desenvolvida € o que faz toda diferenga, pois a
mtLSUrRNA esta totalmente envolvida com processos metabdlicos basicos,

além de ter possuir um alto grau de conservagao genética (BEARD 2000) e o
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fato de P. jirovecii possuir diversas mitocondrias em suas células, faz com que
a sensibilidade da nested PCR seja aumentada, tornando-se assim, o alvo
molecular mais indicado para a deteccao de P. jirovecii. Esse fato demonstra
que a sensibilidade dessa metodologia esteja em torno da sequéncia do gene
alvo utilizado. Sendo assim, sugere-se que a nested PCR voltada para a
miLSUrRNA seja uma excelente ferramenta para deteccdo precoce de
pneumonia causada por P. jirovecii, resultando em menores complicacdes por
parte dos pacientes (SING et al, 1999) e sendo o método mais indicado
quando comparado o custo-beneficio entre as metodologias, pois 0 custo mais
elevado que as outras metodologias, € totalmente suprido por sua elevada
sensibilidade e especificidade (HARRIS 2011). Estes dados também foram
corroborados pela correlagéo clinico laboratorial onde se observou que a

nested PCR é a mais apropriada para utilizagdo no diagndstico da PCP.
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9 - CONCLUSOES

v" A nested PCR mostrou maior sensibilidade como método diagndstico de
pneumonia por P. jirovecii. Entretanto, n&do difere colonizagao de doencga
em atividade; necessitando da correlacao de dados clinicos com critérios
bem definidos.

v" A substituicdo da Imunofluorescéncia direta pela nested PCR é uma
grande combinagao para o diagndéstico da PCP.

v" O teste de calcofluor apresentou a menor sensibilidade neste estudo; o
que remete a necessidade de um processo de aprimoramento do
protocolo voltado para coleta adequada do espécime biolégico e
concentracao de células de tal material.

v Os resultados encontrados nesse trabalho corroboram com os dados da
literatura, que sugerem que os métodos moleculares oferecem uma
maior sensibilidade quando comparados com métodos diagndsticos
tradicionais.

v' O uso combinado de metodologias é importante para detectar a
presengca de um ou mais fungos que possam estar agindo
associadamente e assim ajudar no esclarecimento do diagndstico de

pneumonias fungicas.
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APENDICES



No.

Esp

LT

LT

LT

LT

LT

El

LT

El

El

CD4

51

51

51

189

110

305

112

cv

NI

NI

NI

<40

544.934

2.427.730

116.689

850.578

350.638

IFD

PCR B-
Globina

Resultados

nested PCR  nested PCR

Pj Hc
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
1 1
1 1
1 1
1 0

qPCR mult

NHA

NHA

NHA

NHA

Hc

NHA

NHA

NHA

Pj

IHQ

Calco

Prata

Negativo para
Fungos

Positivo para
Fungos

Negativo

Positivo para
Candida spp

ndo avaliavel

Positivo para
Candida spp

Negativo

Negativo

Amostra
acelular

H&E Cultura
Pneumocystis .
e Candida? Candida spp
Neutrofilos NHCF
Celulals. NHCE
Inflamatérias
Amostra .
acelular Candida spp
Amostra
minima e NHCF
acelular
Célula Candida spp
escamosa
Negativo Candida spp
Poucas células NHCE
escamosas
Amostra NHCE
acelular
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No.

10

11

12

13

14

15

16

17

Esp

El

El

El

El

El

El

EE

LBA

CD4

200

308

43

62

70

64

60

402

cv

10.745

NI

NI

NI

NI

NI

333.849

IFD

PCR B-
Globina

Resultados
nested PCR  nested PCR

Pj Hc

0 1

0 0

0 1

0 0

0 1

0 1

1 0

0 1

qPCR mult

NHA

NHA

NHA

NHA

NHA

NHA

NHA

NHA

IHQ

Calco

Prata

Negativo

Positivo para
Fungos

Negativo

Positivo para
Fungos
Candida spp,
Aspergillus
spp

Positivo para
fungos,
compativel
com
Pneumocystis

Negativo

Negativo

Positivo para
fungos
negativo para
Pj

H&E

Células
cilindricas e
escamosas,
neutrdfilos

Células
escamosas

Raras células
escamosas
sem células

cilindricas

Células
escamosas

Amostra
acelular

Célula
escamosa

Material
Paucicelular

Paucicelular
raras células
escamosas

Cultura

NHCF

NHCF

NHCF

Candida spp

NHCF

NHCF

NHCF

Candida spp
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No.

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Esp

El

El

LT

El

El

El

El

LT

El

CD4

32

39

469

42

46

68

70

67

98

cv

177.036

NI

48

Ni

<40

4.740

NI

NI

45.904

IFD

PCR B-
Globina

Resultados
nested PCR  nested PCR
Pj Hc
1 1
1 1
0 1
1 0
0 0
0 1
0 1
0 1
0 1

qPCR mult IHQ Calco

Hc 0 0
Hc—Cn 0 0
NHA 0 0
NHA 0 0
NHA 0 0
NHA 0 0
Hc—Cn 0 0
Hc 0 0
NHA 0 0

Prata

Positivo para
Candida
negativo para
P.j

Positivo para
Candida/Cn

Negativo

Positivo para
fungos
Negativo para
P.j

Bactéria
filamentosa.
Fungo?

Negativo

Cryptococcus

Levedura,
provavel
Cryptococcus

Fungo
compativel
com Candida

H&E

Célula
escamosa

Células
escamosas
superficiais

Neutrofilos e
macroéfagos

Neutrdfilo

Célula
escamosa,
neutroéfilo

Material
paucicelular

Célula
escamosa,
bactéria

Material
paucicelular,
neutrofilos
mononucleares

Células
escamosas,
Inflamatérias
e neutrdfilos

Cultura

Candida spp

Candida spp
C.
neoformans

NHCF

Candida spp

NHCF

C.
neoformans

NHCF

NHCF

Candida spp
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No.

27

28

29

30

31

32

33

34

Esp

El

LBA

LT

EE

EE

El

LBA

LT

CD4

92

39

48

130

86

35

238

111

cv

NI

3.193

5.002

25.940

580.521

NI

1.628

1.689

IFD

PCR B-
Globina

Resultados
nested PCR  nested PCR

Pj Hc

0 1

0 0

0 0

0 0

0 0

0 1

1 1

1 1

qPCR mult

Hc

NHA

NHA

NHA

NHA

Hc

Hc

Hc

IHQ

Calco

Prata

Hifas

Hifa e
levedura

Negativo

Candida

Negativo

Bac
filamentosa,
negativo para

fungos

Amostra
paucicelular

Amostra
paucicelular

H&E

Célula
escamosa,
bactéria
filamentosa e
polimorfos
nucleares

Células
escamosas

Células
cilindricas

Polimorfo
nuclear,
célula
Cilindrica e
célula
escamosa

Neutrofilo,
células
escamosa e
bactéria

Célula
escamosa,
neutrofilo,

célula
cilindrica e

bactéria

Células
degeneradas,
macréfagos?

Material
paucicelular

Cultura

NHCF

NHCF

NHCF

Candida spp

NHCF

Candida spp

Candida spp

NHCF
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Resultados

PCR B- nested PCR  nested PCR

No. Esp CD4 cv IFD Globina Pj He

qPCR mult IHQ Calco Prata H&E Cultura

Células
Positivo para escamosa,
H.capsulatum  tecido vegetal
e bactérias

35 EE 0 718.648 1 1 1 1 Hc 0 0 Candida spp

Neutrofilo,
Levedura, poucas células
negativo PCP escamosas e
bactérias
Célula
escamosa,
37 LBA 128 NI 0 1 0 1 NHA 0 0 Negativo PCP cilindrica e NHCF
macréfago
alveolar
Paucicelular,
38 LBA 238 1.628 0 1 1 1 He 0 0 Hifa e células NHCF
levedura escamosas
superficiais

36 El 64 NI 0 1 0 1 NHA 0 0 NHCF

Poucos

39 T 79 262 0 1 0 0 NHA 0 0 Levedura neutrcfilos, NHCF
raras células

escamosas

Neutrofilo,
40 El 72 NI 0 1 0 1 NHA 0 0 Levedura célula NHCF
escamosa

Legenda: Esp = Espécime, IFD = Imunofluorescéncia direta, gPCR Multiplex = PCR quantitativa Multiplex, IHQ = Imunohistoquimica, Calco = Reacao de
Calcofluor, Prata = Coloragéo pela Prata Metanamina, H&E = Coloragao pela Hematoxilina e Eosina, TCD4+ = Contagem de linfécitos TCD4, CV = Carga
Viral, El = Escarro Induzido, LBA = Lavadobroncoalveolar, LT = Lavado Traqueal, EE = Escarro Espontaneo, NHA = Nao Houve Amplificagdo, NHCF = Nao
houve crescimento fungico, 1 = Positivo, 0 = Negativo.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DE ACORDO COM AS NORMAS DA RESOLUGAO N° 196, DO
CONSELHO NACIONAL DE SAUDE DE 10 DE OUTUBRO DE 1996

AVALIAGAO DO DESEMPENHO DE METODOS LABORATORIAIS NO
DIAGNOSTICO DE PNEUMONIA CAUSADA POR Pneumocystis jirovecii

Pesquisador Responsavel: Rosely Maria Zancopé Oliveira. Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas/FIOCRUZ, Av. Brasil 4365. Telefones (21)
3865-9506 / 3865-9515 — Celular (21) 9989-0843. Laboratério de Micologia 22 a
6 @ feira das 8:00 h as 17:00 h.

A pneumonia causada pelo fungo Pneumocystis jirovecii (PCP), € uma
importante causa de infecgdo em pacientes com algum defeito imunologico,
principalmente com AIDS e evoluem para quadros pulmonares muito graves
podendo ser fatal se ndo for diagnosticada e tratada rapidamente. Além disso,
esta micose pode ser confundida com outras doengas. O diagnéstico da PCP
requer especial atengdo uma vez que o principal método para deteccao de P.
Jirovecii, um organismo que nao pode ser cultivado pelas metodologias
rotineiramente utilizadas para o cultivo de fungos, € sua visualizagdo em
preparacdes de amostras respiratérias através de técnicas de coloragdo ou
imunoensaios. Entretanto, a sensibilidade dos métodos é dependente do
especime clinico utilizado. Considerando estas dificuldades, nos propomos a
avaliar um método molecular, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagndstico da PCO. Os conhecimentos adquiridos possibilitardo condutas
clinicas e preventivas mais apuradas, e consequentemente os custos dos
cuidados médicos foram reduzidos, com um aumento na qualidade de vida dos
pacientes afetados por PCP.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que tem como
objetivo estudar um método de diagnostico laboratorial da PCP. Para sua
participagdo neste projeto é necessaria somente a coleta de um ou mais dos

materiais discriminados a seguir: escarro, escarro induzido, aspirado brénquio-
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traqueal, lavado bronco-alveolar, que foram utilizados no estudo proposto. No
momento da coleta vocé podera sentir um pequeno desconforto (ou dor), o qual
em geral passa apds o procedimento. Em alguns casos sera necessaria a
intubacao oro-traqueal e para tal o paciente sera sedado. Estes procedimentos
somente foram realizados por indicagdo médica e nao apenas para fins deste
estudo.

Como explicado antes, o0 exame que sera realizado com sua amostra bioldgica
serve para verificar se vocé esta com PCP. Caso queira, apos a realizagdo dos
exames em sua amostra, os seus resultados poderao ser informados a voce,
porém esses resultados ndo devem alterar a conduta clinica que os médicos
realizardo, ou seja, vocé nao tera que tomar mais ou menos remédios por
conta disso.

Sua participagdo n&o é obrigatoria, mas voluntaria. Vocé pode se recusar a
participar da pesquisa ou, a qualquer momento, desistir de participar e retirar
seu consentimento, sem que este fato cause qualquer constrangimento ou
penalidade. O pesquisador se obriga a néo revelar sua identidade em qualquer
publicacdo resultante deste estudo, e também podera interromper sua
participagédo a qualquer tempo, por razdes técnicas ou meédicas quando, entéo,
vocé recebera aconselhamento e orientagdo. Os exames e procedimentos
aplicados foram gratuitos. Antes de assinar este termo, vocé deve se informar
plenamente sobre ele, fazendo todas as perguntas que ache necessario.
Devendo ficar esclarecido (a) quanto as informagdes que se seguem:

A - Sua participagao nessa pesquisa também consistira em permitir que
0s seus registros médicos, ou seja, as anotagdes feitas pelos médicos sejam
usadas como fonte de informagao para a conducao do estudo. As informacdes
obtidas através dessa pesquisa foram confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados nado foram divulgados de forma a
possibilitar sua identificagao, seja pelo nome, por fotografias ou caracteristicas
fisicas. Os resultados foram divulgados em apresentagdes ou publicagbes com
fins unicamente cientificos ou educativos.

B - Sua participagdo neste estudo podera nao trazer beneficios diretos

para vocé, mas vocé estara contribuindo para aumentar os conhecimentos no
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diagndstico e compreenséo da PCP, beneficiando no futuro outras pessoas que
possam adquirir esta doenca.

C - Participar dessa pesquisa nao implicara em nenhum custo para vocé
e, como voluntario, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro como
compensacao pela participagdo, pois essa pesquisa nao ira gerar lucro
financeiro para nenhum dos envolvidos.

D - Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o
endereco da pesquisadora responsavel, podendo tirar duvidas sobre o projeto

e sua participagao, agora ou em qualquer momento.
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ANEXO Il

TERMO DE COMPROMISSO

INSTITUIGAO: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) — Fiocruz

COORDENADOR DA PESQUISA: Rosely Maria Zancopé Oliveira,
Pesquisador Titular do IPEC-FIOCRUZ

EXECUTOR DO PROJETO: Fernando Almeida da Silva, Bidlogo do IPEC-
FIOCRUZ

ENDERECO: Av. Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro — CEP 21045-
900 Tel.: (0xx21)  3865-9557 Fax  (0xx21)  3865-9557 e-

mail:rosely.zancope@ipec.fiocruz.br

TITULO DO PROJETO: Avaliacgio do desempenho de métodos
laboratoriais no diagnéstico de pneumonia causada por Pneumocystis

Jjirovecii

Infecgbes fungicas tem sido uma grande ameaca nas ultimas décadas
para a populacdo em geral, e especialmente para os individuos com
comprometimento em seu sistema imune. Um dos desafios na prevencao das
infeccdes respiratérias causadas por fungos é a disponibilidade de diagndsticos
laboratoriais com alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade.
Pneumocystis jirovecii permanece uma importante causa de pneumonia (PCP)
em pacientes imunocomprometidos e € a doenga definidora mais comum de
AIDS em portadores de HIV.

O diagndstico da PCP requer especial atengdo uma vez que o principal
método para deteccéo de P. jirovecii, um organismo que n&o pode ser cultivado
pelas metodologias rotineiramente utilizadas para o cultivo de fungos, é sua
visualizacdo em preparagdes de amostras respiratdrias através de técnicas de
coloragdo ou imunoensaios. Entretanto, a sensibilidade dos métodos é
dependente do espécime clinico utilizado. Diversos grupos tém reportado o

desenvolvimento de técnicas diagndsticas baseada na reagdo em cadeia da
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polimerase (PCR) para detecgdo de P. jirovecii, e embora estes métodos
apresentem boa sensibilidade, alguns apresentam uma baixa especificidade.
Consequentemente, a validacdo de métodos moleculares e comparagao com
métodos tradicionalmente utilizados sdo fundamentais para o diagndstico
laboratorial da PCP. Com isso, nosso principal objetivo sera Identificar
estratégias para melhorar o fluxo de procedimentos no diagndstico laboratorial
da PCP através da andlise da eficacia de método molecular relacionado as
tecnologias de deteccao de DNA visando maior rapidez e precisdo no
diagnostico laboratorial desta micose, bem como comparar as técnicas ja
rotineiramente empregadas. As analises foram restritas a amostras
respiratorias totalizando, aproximadamente, 30 espécimes clinicos submetidos
ao Laboratério de Micologia, Setor de Diagnéstico Micolégico e
Imunodiagnéstico de pacientes com suspeita de diagnostico de PCP. As
analises foram realizadas utilizando PCR tendo como alvo a subunidade maior
mitocondrial do RNA ribossémico (mtLSU rRNA). Estes resultados foram
comparados com os resultados obtidos no diagnéstico estandarte através da
reacdo de imunofluorescéncia direta realizada com o kit comercial
MERIFLUOR PNEUMOCYSTIS Kit a deteccdo de antigeno de P. carinii
(Meridian) e impregnacéao pela prata de esfregagos pelo método de Grocott e
calcofluor. Estas amostras biolégicas poderao ser utilizadas em projetos

posteriores para comparagao de resultados.

Pelo presente documento, os pesquisadores comprometem-se a nao
revelar a identidade dos pacientes em qualquer publicacdo resultante deste
estudo, protegendo sua confidencialidade de acordo com as leis e

regulamentacdes locais.

Rio de Janeiro, ....de .......... 2013
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