Diversidade de isolados clinicos de Cryptococcus gattii
por Multi-locus sequence typing no Estado de Sao Paulo

eveduras do género Cryptococcus
apresentam comportamento ubiquo
e sdo por
infeccdes em mamiferos, especialmente em seres
humanos. A criptococose ¢ uma micose sistémica,
causada por Cryptococcus neoformans ¢ C. gattii,
que se distribui mundialmente e apresenta carater
endémico no Nordeste do Brasil. A apresentagao
clinica da doenga pode variar desde quadro pulmonar

responsaveis causar

assintomatico até meningoencefalite grave, podendo
levar ao 6bito a depender de fatores, como: carga
fingica inicial, imunidade do paciente e espécie do
agente etiologico'”

Até a
que Cryptococcus neoformans era uma unica
espécie subdividida em quatro sorotipos A, D

década passada, acreditava-se

(C. neoformans var neoformans e var. grubii) B,
C (C. neoformans var gattii), ¢ um hibrido AD.
Através da diferenciagdo fenotipica e genotipica
esses agentes foram divididos em duas espécies: C.
neoformans e C. gattii’. Posteriormente, Meyer ¢
colaboradores em 1999 e 2003, por metodologias de
DNA-Fingerprinting ¢ PCR-RFLP, subdividiram as
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espécies C. gattii e C. neoformans em quatro subtipos
cada: VGI - VGIV e VNI - VNIV'*!'| As variaveis
descritas apresentam semelhangas aos sorotipos
descritos previamente, no entanto, sem total
equivaléncia. Meyer e colaboradores (2009)°, a fim
de uniformizar os métodos moleculares utilizados
e para melhor compreender a epidemiologia dessa
doenga, publicaram um consenso sobre Multi-
locus sequence typing (MLST) e Cryptococcus. As
ferramentas moleculares levaram a andlise mais
precisa dos subtipos e permitiram associagdes
com viruléncia, perfis de resisténcia e distribui¢do
geogréfical24569¢ 13,

O objetivo desse trabalho foi estudar
isolados clinicos de C. gattii no estado de Sao Paulo
com vistas a aprimorar o conhecimento sobre a
diversidade genética desse agente.

Em colaboracdo com Centers for Disease
Control and Prevention (CDC-Atlanta, GA, EUA)
foram analisados por técnica de MLST, 56 isolados
clinicos de C. gattii (sendo isolado 1 por paciente)
obtidos da colec¢ao de culturas do Instituto Adolfo
Lutz-Sao Paulo, abrangendo o periodo de 1994-



2012. Os isolados foram purificados e plaqueados
em agar de extrato de levedura-peptona dextrose
(YPD) adicionados de 0,5% de NaCl a partir das
culturas liofilizadas. Os DNAs foram extraidos
usando-se kit UltraClean (MO BIO Laboratories).
A técnica molecular de MLST utilizando os genes
dos loci 7 (CAP59, URAS, 1GS1, PLBI1, SODI,
GPDI1, LACI) foi realizada de acordo com o
respectivo Consenso, assim como o sequenciamento
dos 7 genes utilizando “Big Dye terminator™. Os
resultados foram comparados no banco de dados
(http://mlst.mycologylab.org). ~ Os produtos do
sequenciamento foram compilados e analizados
nos programas BioEdit e Sequencher. A éarvore
filogenética foi construida utilizando-se o programa
MEGA 5.0.

Foram obseservadas mutagdes
correspondendo a novos alelos nos genétipos VGI
e VGII foram observadas. Para o tipo molecular
VGI, ainda que, apenas 4 isolados tenham sido
estudados, um novo alelo foi observado para o
gene SOD. Para o tipo molecular VGII, foram
observados 12 alelos inéditos, que nao estavam
presentes no banco de dados do MLST. Dentre
estes, foram identificados 4 novos alelos para o
gene IGS1, 3 novos alelos para o gene CAP59, 2
novos alelos para PIB 1 e SODI e um novo alelo
para PLB1. Nao foram encontrados novos alelos
para os genes LAC1 e URAS.

Dos 56 isolados compreendidos nesse
estudo, 21 (37,5%) apresentaram STs que, até
entdo, ndo estavam incluidos nas bases de dados
(ST300-319 e ST325), sendo que, a configuracao
de um novo ST pode ser gerada por novos alelos ou
por uma nova combinacao de alelos, previamente,
conhecidos.

Foram identificados 3 grandes grupos,
sendo um deles de isolados VGI (4 isolados) ¢
2 grupos VGII (7 e 47 isolados). Os resultados
deste estudo demonstraram grande diversidade
de STs, ao contrario dos encontrados em estudos
realizados na Austrdlia e EUA, os quais indicaram
baixa diversidade molecular, com grande numero de
cepas clonais dentre os entre isolados de C. gattii
VGII**8, Os grupos clonais englobados no genotipo
VGII descritos no estudo norte-americano foram
subdivididos em VIl a, b e ¢, dos quais apenas VGII b
foi descrito em amostras provenientes da Australia®?
. A andlise filogenética dos isolados analisados neste
estudo revelou um unico isolado clonal de VGII a
e apenas isolados com perfis genéticos similares
aos de VGII b e c. Apesar da auséncia de gendtipos
VGII b e ¢, perfis moleculares semelhantes foram
encontrados em isolados deste estudo.

Na figura 1 pode ser observada a arvore
filogenética de todos os isolados, comparados
com amostras-padrao dos genotipos ja conhecidos
VGII a, b e c. Grande diversidade genética na
América do Sul foi, também, observada por Fraser
e colaboradores que, embora estudando numero
menor de isolados, observaram alta heterogeneidade
dentre os genotipos, com todos os perfis moleculares
distintos entre si (7/7, 100%)° .

Este ¢ o primeiro relato da ocorréncia de um
subtipo molecular com caracteristicas de VGIIc na
América do Sul. O estudo mostrou, ainda, grande
diversidade genotipica entre isolados de C. gattii no
Estado de Sao Paulo. A correlacdao desses achados
com fatores de viruléncia e resisténcia a antifungicos
motivam futuros estudos que contribuam para
o conhecimento de um principais agentes da
criptococose e sua importancia clinica.
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Figura 1. Arvore filogenética de 56 isolados clinicos de C. gattii e amostras-padrio de genétipos VGlla, b e ¢ (nos circulos)
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